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Resumo

Os fungos sdo microrganismos gque convivem com o ser humano todos os dias. Podem
ser encontrados praticamente em qualquer local do ambiente, inclusivamente no ar, onde as
estruturas fungicas tém a capacidade de desenvolver novas estruturas vegetativas e reprodutivas
quando atingem o substrato adequado. Estes podem também ser encontrados no solo, agua,
plantas, animais e humanos. E importante compreender que a gravidade da infecdo depende do
tipo de fungo envolvido mas, principalmente, do estado imunoldgico do individuo.

Este trabalho consistiu na detecdo de fungos filamentosos no pelo de animais, quer
selvagens quer domeésticos e, na mucosa nasal de humanos. No total, efetuou-se a colheita de
228 amostras: 101 pertencentes a animais selvagens, 73 amostras nasais de humanos e 54
amostras de animais domésticos. As amostras de pelo foram semeadas em meios de cultura
especificos. A identificacdo flngica das coldnias foi efetuada com base nas caracteristicas
fenotipicas tanto a nivel macroscopico como microscopico das colénias.

Os géneros fungicos mais prevalentes em animais selvagens foram Mucor, Penicillium
e Aspergillus. Verificou-se também uma elevada percentagem de isolamento de fungos
dermatdfitos em sacarrabos (26,3%) e em raposas-vermelhas (5,9%). Nas amostras nasais 0s
géneros mais prevalentes foram Penicillium, Mucor, Cladosporium e Aspergillus. Os mesmos
fungos, mas por ordem de prevaléncia diferente, foram isolados nos animais domeésticos:
Cladosporium, Penicillium, Mucor e Aspergillus. E também importante referir que foram
isolados cinco fungos dermatdfitos, todos do género Microsporum, em animais domeésticos.
Quatro dos cinco animais eram do género masculino e nenhum deles apresentava lesdes.
Através dos resultados obtidos verifica-se a importancia da realizacao de rastreios, uma vez que
permitem ndo s6 dar a conhecer a micobiota presente no pelo dos animais bem como minimizar
0s riscos de infecdo.

Talaromyces marneffei foi identificado por técnicas microbiol6gicas em 7 das 228
amostras submetidas a este estudo: em trés animais selvagens, trés amostras nasais de humanos
e num animal domeéstico. Posteriormente todos estes isolados foram confirmados por PCR.

Os resultados obtidos por biologia molecular sugerem que esta técnica podera ser
aplicada para a confirmacéo do diagnostico precoce da infecdo causada por este fungo, uma vez

que € possivel obter resultados num curto periodo de tempo.

Palavras-chave: Fungos, dermatdéfitos, epidemiologia, PCR, Talaromyces marneffei

Vi



Abstract

Fungi are organisms that live with humans every day. They can be found almost
anywhere in the environment, even in the air, where the fungal structures have the capacity to
develop new vegetative and reproductive structures when they reach the appropriate substrate.
They can also be found in soil, water, plants, animals and humans. It is important to understand
that the severity of the infection depends on the type of fungus involved but mainly the immune
status of the individual.

This study consisted in the detection of filamentous fungi in the fur of animals, wild and
domestic and, in the nasal mucosa of humans. Totally, 228 samples were collected: 101
belonged to wild animals, 73 nasal samples of humans and 54 samples of domestic animals.
The collected samples were seeded into specific culture media. Fungal identification was made
based on phenotypic characteristics of the colonies at the macroscopic and microscopic level.

The most prevalent genus in the wild animals were Mucor, Penicillium and Aspergillus.
There was also found a high percentage of isolation of dermatophyte fungi in egyptian
mongoose (26,3%) and in red foxes (5,9%). In the nasal samples the most prevalent genus were
Penicillium, Mucor, Cladosporium and Aspergillus. The same fungi, but in different order of
prevalence, were isolated from domestic animals: Cladosporium, Penicillium, Mucor and
Aspergillus. It’s also important to note that five dermatophyte fungi were isolated, all of them
belonging to the genus Microsporum, in domestic animals. Four of the five animals were male
and none of them had skin lesions. The results obtained suggest the importance of conducting
surveys, since they allow not only to let us know the mycobiota present in the fur of animals
but also minimize the risk of infection.

Talaromyces marneffei was identified by microbiological techniques in 7 out of 228
samples subjected to this study: in three wild animals, three nasal samples from human and in
a domestic animal. Subsequently all of these isolates were confirmed by PCR.

The results obtained by molecular biology suggest that this technique may be applied
for the confirmation of early diagnosis of the infection caused by this fungus, since it is possible

to obtain results in a short period of time.

Key words: Fungi, dermatophytes, epidemiology, PCR, Talaromyces marneffei

viii



Indice Geral

IO 11 (o o [1 o Uo FOu TSRS 1
I T oo g TaTo - W [o TN =Ts] (Lo [0 IR 1
1.2 Caracteristicas gerais doS fUNQGOS........ccevuiieeviereieereseeteste et este et sre e sre e sre e esesreennes 3
LB ESIIULUIA .eveentiieeieeteet ettt ettt st bt et b e sbe e e s bt s e e e sb et e sr e emee b e sneenneareennen 4
1.4 FUNQOS € @ SUA IMPOITANCIA ....cveverenrenieiieiieie ettt sttt ettt sbe e 5
1.5 Tax0oNOmMIa FUNGICA . ....coveuerueuirieirieiei ettt 6
1.6 FUNQOS DEIMALOTILOS ......everiieieieieieseee ettt 7
1.6.1 IMICIOSPOTUIM .ttt ettt ettt ettt b et sttt et et e b bbb e b e st et e s et eseebenae b es 9
1.6.2 THICNOPNYLON. ...ttt sttt 9
1.6.3 EPIAErMOPNYION ...cueiieiieiireseret e sttt 10
1.7 Fungos filamentosos N0 qUEratindfiloS.........cceeveviiieiiieeececeee e 10
L1.7. 1 ASPEIGIIIUS SPP. woeveeeieeiecteeieete ettt ettt et e et e st e s be et e steesaesbesraensesreearesreernens 10
1.7.2 CladOSPOriUM SPP..ecreeieceerieeteereiteeeestesteestestesseestesseessesseessessesseessesseessessesssessessesssessesseens 11
O I\ 11 oo ] o] o SRR 12
1.7.4 PeNICHIIUM SPP. oeveeieeie ettt et sttt te et e st e et et esbe e e e sbesraensesreeasesteesnens 13
1.7.5 Talaromyces marneffei (Penicillium marneffei) ........cooveeeiiiieciceeeeeees 14
1.8 DiagnOstico 1ab0ratorial ...........ccceveiuevieieieieiecse et 17
1.8.1 DiagnOstico MIiCrobiOIOQICO ......ccveveieieiieiieieeece et 17
1.8.2 Diagnostico por tECNICas MOIECUIAIES ..........ccceeuiriererieieieeeeee e 18
1.8.2.1 Reacdo em cadeia da POIMErase (PCR)......ccccevieeeriirieierieseeieseeee e eee e sreeneens 19
1.8.3 Técnicas de diagndstico alterNatiVas ............cceceverererierieieieeee e 20
B © | o) =1 1Yo 1S 21
3. Material @ MALOUOS. ......c.cuiiieieitiietcier ettt 22
3.1 ColNeita das @MOSIIAS .......cceveiriiieierietereeiertet ettt 22
3.2 MEI0OS A8 CUITUIE ...ttt sttt 23
3.2.1 Potato DextroSe AQar (PDA) ..ottt ettt st see et saeeeesaeenees 23
3.2.2 Dermathophyte Test Medium (DTM) ...cc.ooiiiieeeeeeeeee e 24
3.3 1S01aMENLO 0AS BMOSIIAS ....c.vevereeeiieeeiieieei ettt 25
3.4 1301amMENtO A0S FUNGOS .....vieieieieeeiee ettt et st te et besaeeeesneeneas 26
3.5 1dentificacio dOS TUNQOS.......ccuiiiieieieceees ettt 27
3.5.1 1dentificagdo MACIOSCOPICA .....eveuveeerieeeerietecteete ettt ettt ettt sa e e e s e reeresae s 27



3.5.2 1dentifiCaGao MICIOSCOPICA ......ecverreereeriiteeteiteeteste st ete e et e e eaesre e s e s e seebesreensesreennas 27

3.5.2.1 Método do Lactofenol com Azul de AlIQOdE0 .........ccvevveeeeviieierieieeeceeeee e 28
3.5.3 Identificagdo de T. MarNeffel.........ccveiriririrereeee e 29
3.5.3.1 Coloragéo Simples com Azul de Metilen0 ........cccoveveieiririneneeeeeeeee 29
3.5.4 Conservacdo em agua destilada esterilizada............ocevveeeevveireniireneseeeeeeee e 30
3.5.5 EXIraGho de DINA ...ttt st 31
3.5.6 QUAlIAE UO DINA ...ttt ettt et et e s r e s e s teeneesesreensesneeneas 32
357 NESEEA-PCR ...ttt sttt et e e s ae e s e s teene e sesseensesneenees 33
3.6 ANALISE 0 UAUODS......c.eeueeeeeeieiiriesteee ettt ettt et seeseeseenensesneee 35
O TS U] - To (oL OSSR 36
4.1 Rastreio da colonizagdo nasal POr fUNQGOS........ccceererirenierieeeieeese e 36
4.1.1 Efeito do sexo na colonNiZagao NASAl ..........ccveererirerienierieieieeee s 37
4.1.2 Efeito da idade na colonizagao NASal............ccueeririrenenieieieeseese e 37
4.1.3 Relagdo entre alergias e outras doengas respiratorias e colonizacdo nasal...................... 38
4.1.4 Relagdo entre o convivio com animais e colonizagdo nasal ...........ccccvceverereeceencnennenn. 39
4.2 Rastreio da micobiota do pelo em CAES € QALOS .......ccerververreeeieinierieneneeseee e 40
4.2.1 Isolamento em simultdneo em animais € NUMANO0S..........cocvreerereeeene e 42
4.3 Rastreio da micobiota integumentaria em animais SEIVAgens ..........cccvevrenerenirerieennne. 43
4.4 Talaromyces MArNETTEI ......ccuicieieiieiere et s e e enees 47
o = 1] (oo F= 1o =TT N ] - TSP 48
4.5.1 DNA GENOMICO....ccuiiteieieiietietieti st ste et e et e e etesteete st e s e se s eseeseesessesbessessasseseeseeseeseesensenes 48
4.5.2 12 ReACA0 NESIEU-PCR .....oiceeiiieeeee ettt ettt eaesreeneas 49
4.5.3 22 REAGCA0D NESLEU-PCR .....oeeuiiiiiiriesiesie ettt sttt saesaesae s 50
ST B ol F LY Lo OSSR SRR 51
T O3 To] [0 Lo SRS 61
7. Referéncias BiblIOGrafiCas........occciiiiieiiiieccecec ettt 63
AANBXOS ...ttt ettt h ettt ettt e bt e eh e e a bt e bt e b e e bt e bt e eh et ea et e be e be e bt e eheeeateeabeeabeebeeas 75



Indice de Figuras

Figura 1. Processo de libertacdo das exoenzimas hidroliticas para a absorcdo de

PrOAULOS SOIUVEIS. ...ttt bbbttt b bbb e e en 3
Figura 2. Diferenga estrutural entre uma hifa septada e asseptada. ............ccccvevennene. 4
Figura 3. Dermatofitos e SinaiS CHNICOS.........ccviveiieiicc e 8

Figura 4. Caracteristicas macroscopicas e microscépicas do género Aspergillus. ... 11
Figura 5. Caracteristicas macroscopicas e microscépicas do género Cladosporium 12
Figura 6. Caracteristicas macroscopicas e microscépicas do género Mucor ............ 13
Figura 7. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do género Penicillium.... 14
Figura 8. Lesdes cutaneas em individuos infetados com VIH e T. marneffei .......... 16

Figura 9. Numero de casos documentados de individuos ndo infetados com VIH mas

ComM INFEGAOD POI T. MAIMETTEI .....eiiiiiieiee e 16
Figura 10. Preparacdo do meio de cultura PDA ..........cccooi i 24
Figura 11. Frascos com DTM num suporte inclinado. .........c.ccoeeevveiieieicie e, 25
Figura 12. Processo de inoculagdo das amoStras ..........ccoceeveeerierenierenieseseeeeeenes 26

Figura 13. Laminas preparadas com o método do Lactofenol Azul de Algodéo. .... 28
Figura 14. Imagem microscépica de T. marneffei na forma de levedura (x1000).... 30

Figura 15. Conservacdo do fungo em agua destilada esterilizada ..............c..c.c....... 30
Figura 16. Técnica de eletrofOreSe.........covveviiieiieieceseee e 34
Figura 17. Prevaléncia de crescimento fungico de acordo com 0 Sexo. ................... 37
Figura 18. Prevaléncia de crescimento fungico de acordo com a idade. .................. 38

Figura 19. Prevaléncia de crescimento fingico de acordo com a presenga ou auséncia
de ANIMAIS AOMESTICOS. .....veuveieieesiieieeie ettt sttt s et e et st e bbb e eneeneenens 40
Figura 20. Imagens microscdpicas (x1000) dos dermatofitos isolados nos animais de
COMPANNIA 1.ttt b b bbbt bt bt et et b bbbt be e e ens 41
Figura 21. Imagens macroscopicas dos géneros fngicos mais isolados em animais de
(o00] 0 g1 oF: 1] 0T - APPSR ORRSUPRR 42
Figura 22. Imagens microscopicas (x1000) dos géneros fungicos isolados
simultaneamente em humanos € aNIMAIS ........cccocveiierieiie e ee e sre e nee e 42
Figura 23. Percentagens das diferentes espécies dos animais selvagens sujeitos ao
L3S (0o o RSSO ORI PPTI 43

Figura 24. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas de T. marneffei. ............ 47

Xi



Figura 25. G&iS de DNA gENOMICO. .......cciuiuiriiirieiiesieiee e 49

Figura 26. Gel da 12 reacdo de Nested-PCR .........cccoiiiiiniieiiicec e 49
Figura 27. Gel da 22 reacdo de Nested-PCR. ........cccccoeiieriiie i 50
Figura 28. Gel da repeticdo da 22 reacdo de Nested-PCR.........c.cccevvvveveiiieieennene 50

Xii



Indice de Tabelas

Tabela 1. “Primers” utilizados € respetivas SEqUENCIAS. ......coevververerererereneeeeeen, 33

Tabela 2. Quantidades dos componentes utilizados para a Mix da primeira reagéo. 33

Tabela 3. CondicGes da primeira reacdo da Nested-PCR. ..........cccocvevveveiieie e, 34
Tabela 4. Reagentes utilizados para a Mix da segunda reagao. ...........c.cccevervrrvenen. 35
Tabela 5. CondicGes da segunda reacdo da Nested-PCR..........ccccocvevenieienicninnnnn, 35

Tabela 6. Prevaléncia dos géneros fangicos isolados a partir da mucosa nasal de 73
PUMEBNOS. ..ot e et bbb bt bt e b e et e et et e sb e st e st e e b e beeneeneeneas 36
Tabela 7. Frequéncia do isolamento fungico em individuos saudaveis e alérgicos.. 39
Tabela 8. Frequéncia do isolamento flngico em cées e gatos. .......c.ccccerevrerrnnnnn 41
Tabela 9. Prevaléncia dos diferentes géneros fangicos isolados nos 101 animais
o] AV 10 1< TSSO 44
Tabela 10. Prevaléncia e distribuicdo da micobiota isolada relativamente as espécies
de ANIMAIS SEIVAGENS. ...ttt bbbttt bbbt 45
Tabela 11. Descricdo das amostras submetidas a PCR. .......ccccccovvvivivveieieenesieenn, 48

xiii



Lista de Abreviaturas

BHI - Brain Heart Infusion

CRS - Chronic Rhinosinusitis (Rinossinusite cronica)

DNA - Deoxyribonucleic Acid (Acido Desoxirribonucleico)

DTM - Dermatophyte Test Medium

ELISA - Enzyme-linked Immunosorbent Assay (Ensaio de Imunoabsorcéo Enzimatica)
Map - Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis

pb - pares de bases

PCR - Polymerase Chain Reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)
PDA - Potato Dextrose Agarose

RNA - Ribonucleic Acid (Acido Ribonucleico)

rpm - rotagdes por minuto

SDA - Saboraud Dextrose Agar

TBE - Tris-Borato-EDTA

VIH - Virus da imunodeficiéncia humana

Xiv



1. Introdugéo

A micologia médica, ciéncia que tem como objetivo o estudo das micoses humanas e
animais, desenvolveu-se com a descoberta e isolamento dos principais agentes etiologicos de
micoses, como as dermatofitoses, candidiases, aspergiloses, criptococoses, histoplasmoses,
entre outras (Prescott, 2002). Desde entdo, tem havido um continuo progresso no conhecimento
dos fungos patogénicos e do seu papel na etiologia das doengas infeciosas. Nos ultimos 50 anos,
a expansdo do espectro das infecbes fungicas tem sido acompanhada pelo aumento da
compreensdo dos aspetos clinicos e patoldgicos das micoses, bem como, da ecologia e
epidemiologia dos fungos patogénicos e oportunistas (Prata, 2007). Atualmente, as infecdes
graves sdo cada vez mais recorrentes e, provocadas por uma variedade cada vez maior de
agentes patogénicos, de tal forma que, alguns autores consideram que nao existem fungos ndo
patogénicos, uma vez que, praticamente qualquer fungo pode causar uma micose com potencial
de letalidade num individuo imunodeprimido (Anaissie et al., 2009).

Este trabalho pretende avaliar a ocorréncia de fungos filamentosos em pelos de animais
selvagens e domésticos e na mucosa nasal de humanos. Assim, neste primeiro capitulo, sdo

abordados os topicos considerados mais importantes para a compreensao do Reino Fungi.

1.1 Importancia do estudo

Esta investigagdo apresenta uma elevada importancia no que diz respeito a Saude
Publica e a saude animal, uma vez que os fungos sdo ubiquitarios, isto €, encontram-se em todos
os locais que possuam as condices ideais para 0 seu desenvolvimento, incluindo os seres
humanos e 0s animais. Tanto os seres humanos como 0s animais, podem possuir No seu corpo
fungos altamente patogénicos como € o caso dos dermatéfitos, ou fungos que apenas causam
doencas caso o individuo esteja imunodeprimido (Madigan et al., 2015).

No que diz respeito ao rastreio que foi efetuado ao nivel dos animais selvagens, este é
considerado bastante importante, uma vez que, de acordo com a pesquisa bibliografica
realizada, este provavelmente ser4 um rastreio pioneiro quer a nivel nacional, quer a nivel
internacional. Todos os trabalhos publicados no ambito da microbiologia, relativos a este tipo

de animais referem outro tipo de investigacéo, que ndo um rastreio fungico. Por outro lado, este



estudo serve também de alerta para o perigo do contacto entre determinadas classes como
cacadores, veterinérios, bidlogos, ecologistas e, os animais. Os animais selvagens podem ser
um reservatorio de fungos com capacidade patogénica ndo devendo, por isso, os individuos
imunodeprimidos praticar este tipo de atividade, principalmente, porque raramente séo
utilizados equipamentos de protecdo individual, como luvas, batas e mascaras. Como ndo séo
tomadas as precaucdes necessarias para quem exerce este tipo de passatempo ou atividade, é
altamente aconselhavel que as pessoas imunologicamente debilitadas ndo a pratiquem.

Quanto ao rastreio fungico em humanos, este estudo pretende fazer uma comparagéo
entre individuos com e sem animais de estimagdo, mas também entre individuos com alergias
e saudaveis. Sabe-se que os fungos ambientais, tanto do exterior como do interior das
habitacdes, sendo estes Ultimos maioritariamente provenientes dos alimentos e do pelo dos
animais de estimacdo, podem colonizar a cavidade nasal juntamente com o ar inalado, causando
reagdes de hipersensibilidade em individuos atopicos. No entanto, ndo existem muitos estudos
que facam a comparacdo entre a micobiota fungica dos diferentes individuos, como a que vai
ser realizada neste trabalho.

Considerando agora, a estreita convivéncia entre os seres humanos e animais de
estimacdo, especialmente cdes e gatos, verifica-se que este tipo de estudos é, ndo sé
extremamente interessante, bem como, muito importante, uma vez que poderemos estar perante
doencas animais que também poderdo afetar os seres humanos, isto €, zoonoses. A transmissao
das doencas ocorre, principalmente, dos animais para individuos com o sistema imunitario
debilitado, devendo ser tomadas algumas providéncias para uma eficaz terapia fangica, uma
vez que esta € muitas vezes de eficcia limitada neste tipo de individuos, resultando em falhas
no tratamento, infegBes cronicas e, pode ainda levar a valores inaceitaveis de mortalidade,
morbilidade e dos custos associados. Consequentemente, houve uma necessidade médica para
o desenvolvimento de novos tratamentos e medidas preventivas de combate a doencas flngicas,
como por exemplo, vacinas seguras e eficazes. Contudo a profilaxia médica ainda se encontra
em fase de investigacdo (Cassone e Casadevall, 2012).

Assim, o ideal seria realizar rastreios necessarios aos animais, de forma a saber se estes
estdo ou ndo infetados com fungos com potencial patogénico. No caso de apresentarem
resultados positivos, deveria ser providenciado o tratamento antifingico adequado, ou mesmo
a profilaxia com vacinas e outras medidas de controlo e prevengéo, principalmente, nos animais
domésticos. O mesmo se aplica aos humanos, principalmente, se estes estiverem com o sistema

imunitario comprometido.



1.2 Caracteristicas gerais dos fungos

O Reino Fungi esta repleto de organismos de elevada variedade e complexidade que
sobreviveram na Terra durante cerca de 650 milhGes de anos (Talaro e Chess, 2015). Sabe-se
que estes crescem preferencialmente em habitats escuros e humidos, mas, podem ser
encontrados onde houver disponibilidade de matéria organica (Prescott, 2002; Prata, 2007).
Quanto a sua distribuicdo na natureza, os fungos podem ser encontrados no solo, agua,
atmosfera, plantas, animais e no Homem, desde que neles encontrem as condi¢Ges necessarias
ao seu desenvolvimento (Prata, 2007; Misra et al., 2015).

Os fungos apresentam parede celular rica em quitina e sdo desprovidos de clorofila
(Pommerville, 2014; Delost, 2015). Devido a esta caracteristica, ndo tém capacidade de
produzir energia através da luz e do dioxido de carbono, ou seja, ndo sdo capazes de realizar
fotossintese. Podem ser haplo6ides ou dipléides e reproduzem-se de forma assexuada, sexuada
ou parassexuada. Neste Ultimo tipo de reproducdo ocorre plasmogamia e cariogamia entre
estirpes da mesma espécie, sem que se verifique um verdadeiro ciclo sexuado, uma vez que ndo
existem estruturas sexuais diferenciadas, nem se forma o zigoto. No entanto, a existéncia de
duas fases, uma hapldide e uma diploide, leva a que se designe este tipo de reproducdo por
parassexuada. Este tipo de reproducdo ocorre exclusivamente nos fungos (Prata, 2007).

Sdo organismos heterotréficos e geralmente sdo aerdbios (Prescott, 2002; Prata, 2007;
Misra et al., 2015). A maioria € saprofita, garantindo o aporte dos seus nutrientes a partir de
matéria organica morta. Tal como muitas bactérias, os fungos libertam exoenzimas hidroliticas
que degradam os substratos externos sendo posteriormente possivel, a absorcdo dos produtos
soltveis (Figura 1) (Delost, 2015; Pepper et al., 2015; Talaro e Chess, 2015).
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Figura 1. Processo de libertagdo das exoenzimas hidroliticas para a absorcéo de produtos sollveis (Adaptado de
Talaro e Chess, 2015).



1.3 Estrutura

Os fungos constituem um grupo de organismos eucariotas em que o principal esterol
encontrado na constituicdo das suas membranas € o ergosterol, que exerce funcdes semelhantes
as do colesterol encontrado nas membranas das células animais (Kavanagh, 2011). Estes
organismos podem surgir na forma unicelular (também designados de leveduriformes) ou na
forma multicelular (filamentosa) (Kayser et al., 2005; Deacon, 2006; Pommerville, 2014).

O orgdo ou estrutura vegetativa de um fungo é designado de talo. Este varia em
complexidade e tamanho, desde estruturas microscopicas unicelulares e multicelulares até
estruturas macroscopicas (Prescott, 2002).

Enquanto nos fungos leveduriformes o talo € constituido por uma unica célula, nos
filamentosos é formado por hifas. Quando estas se desenvolvem originam uma outra estrutura
denominada de micélio (Deacon, 2006; Prata, 2007; Tortora et al., 2010; Richardson e
Warnock, 2012; Pommerville, 2014; Pepper et al., 2015).

As hifas podem apresentar duas tipologias distintas: septadas ou asseptadas (também
designadas de cenociticas) (Figura 2). Uma hifa diz-se septada quando o protoplasma €
interrompido por septos, invaginacgdes interiores da parede, compartimentando a hifa. Por sua
vez, uma hifa diz-se asseptada quando o protoplasma se encontra de forma continua, sem
interrupcdes (Deacon, 2006; Tortora et al., 2010; Kavanagh, 2011).

Alguns fungos podem apresentar dimorfismo, ou seja, 0 mesmo fungo pode apresentar-
se sob a forma unicelular (leveduriforme) ou filamentosa. A alteracdo da morfologia ocorre por
alteracdo de fatores ambientais, como a temperatura ou disponibilidade de nutrientes (Deacon,
2006; Pommerville, 2014; Pepper et al., 2015). Por exemplo, alguns agentes patogénicos
humanos e animais existem como formas de levedura mobilizados nos fluidos corporais, mas

sdo capazes de formar pseudo-hifas para invadir os tecidos (Kavanagh, 2011).
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Figura 2. Diferenca estrutural entre uma hifa septada e asseptada (Adaptado de Talaro e Chess, 2015).




1.4 Fungos e a sua importancia

O Reino Fungi, ou Eumycota (do grego: eu, verdadeiro e mykes, fungos) esta repleto de
organismos de grande variedade e complexidade (Prescott, 2002; Talaro e Chess, 2015).

No que diz respeito aos beneficios, desempenham um papel essencial na decomposicao
da matéria orgénica, formam associa¢fes estaveis com as raizes das plantas (micorrizas) e
possuem um elevado potencial bioquimico para produzir grandes quantidades de antibidticos,
alcool, acidos organicos e vitaminas. Na area da alimentacao, alguns fungos sdo usados para
alterar a textura, melhorar o sabor e aumentar a digestibilidade de alimentos naturais ou
processados. Alguns exemplos sdo os queijos azuis, molho de soja e carnes curadas (Prescott,
2002; Deacon, 2006; Bhatia e Ichhpujani, 2008; Anaissie et al., 2009; Talaro e Chess, 2015).

Por outro lado, estes organismos também provocam varios maleficios, nomeadamente,
ao nivel da saude. Apesar de se estimar existirem cerca de 1,5 milhGes de fungos, poucos séo
0s que sdo capazes de causar infecdes em humanos saudaveis. Isto sugere que os mamiferos
possuem complexos mecanismos de defesa contra os fungos e, mais importante ainda, que estes
tém sido incapazes de desenvolver mecanismos patogénicos para contra-atacar essa resisténcia
imunitéaria (Anaissie et al., 2009; Madigan et al., 2015).

Uma das doencas mais frequentes causadas por fungos séo as alergias micogénicas. As
doencas alérgicas sdo consideradas uma epidemia dos séculos XX e XXI e estima-se que afetem
mais de 30% da populacdo em paises industrializados, estando este nimero ainda em expansao
(Crameri et al., 2014). Estima-se também que mais de 80 géneros de fungos sejam capazes de
induzir alergias de tipo | em individuos suscetiveis (Simon-Nobbe et al., 2008). Sempre que 0s
individuos inspiram, os esporos dos fungos sdo inalados pelo trato respiratério juntamente com
o ar. Estes esporos contém potentes substancias alergénicas para as quais, individuos suscetiveis
podem manifestar grandes reacdes de hipersensibilidade. Dependendo da localizacdo da reacéo,
pode assumir a forma de rinite alérgica, asma brénquica ou alveolite alérgica (Kayser et al.,
2005).

Outro exemplo sdo as micotoxicoses, as quais 0s humanos podem estar expostos de trés
formas diferentes: através da ingestdo de comida contaminada, por contacto com a pele e
consequente absorcao ou, por inalagcdo das micotoxinas (Anaissie et al., 2009; Murray et al.,
2014; Pommerville, 2014). A mais comum € a ingestéo e dependendo da micotoxina podem ser
causados varios efeitos, quer na sintese de proteinas, DNA ou RNA, quer na disrup¢do das

membranas celulares, o que pode levar a morte celular. Sabe-se que alguns fungos produzem



micotoxinas, sendo os géneros mais relevantes Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium
spp. (Anaissie et al., 2009). As micotoxinas mais conhecidas séo as aflatoxinas produzidas em
grande parte pelas espécies de Aspergillus. Este tipo de toxinas é, evidentemente, um problema
mais representativo em paises subdesenvolvidos, tendo sido reportados casos de carcinomas
hepéticos primarios na Africa e no sudeste da Asia e até casos de morte devido a toxicoses
agudas por aflatoxinas na india (Kayser et al., 2005; Anaissie et al., 2009).

Para além das alergias fungicas e micotoxicoses, as infe¢des fungicas sdo de longe as
doencas fungicas mais frequentes (Kayser et al., 2005). O primeiro passo para a ocorréncia de
uma infecdo fungica é a introducédo do agente patogénico no hospedeiro. A infe¢do pode limitar-
se as camadas superficiais ou tornar-se sistémica, disseminando-se, através da circulacdo
sanguinea (Talaro e Chess, 2015). Clinicamente, as micoses podem ser classificadas em cinco
categorias, de acordo com a sua localizacdo e apresentacdo: micoses sistémicas, cutaneas,
subcutaneas, superficiais e micoses oportunistas (Tortora et al., 2010; Talaro e Chess, 2015).
Uma mesma espécie ou grupo de fungos pode ser responsavel por infecdes em diferentes

localizagdes e com niveis varidveis de gravidade (Prata, 2007).

1.5 Taxonomia fangica

Muitas vezes, € dificil para os microbiologistas atribuir esquemas de classificacdo
I6gicos e Uteis aos microrganismos, uma vez que estes nem sempre se encaixam perfeitamente
nas diferentes categorias e 0s fungos ndo sdo excec¢do. No entanto, desde o final da década de
1990, o conhecimento sobre a sistemética e evolucdo de fungos passou por uma mudanca
revolucionaria impulsionada pelo aumento da andlise dos dados moleculares e filogenéticos e
auxiliada pela reducdo do custo da sequenciacdo molecular (Talaro e Chess, 2015).

Segundo Hubregtse (2016) a classificacdo revista do Reino Fungi apresenta na sua
constituicdo 8 filos. Sete deles compreendem o grupo de fungos que tem paredes celulares ricas
em quitina, nomeadamente os filos Basidiomycota, Ascomycota, Glomeromycota,
Zygomycota, Blastocladiomycota, Chitridiomycota e Neocallimastigomycota. Existe também
um outro grupo que representa fungos que ndo possuem paredes celulares ricas em quitina, o
filo Cryptomycota. Neste trabalho, de acordo com o objetivo do estudo apenas irdo ser

abordados os fungos pertencentes aos filos Zygomycota e Ascomycota.



Os fungos pertencentes ao filo Zygomycota sdo maioritariamente terrestres, sendo
saprofitas, parasitas ou predadores de protozoarios ou nematodes (Prata, 2007). Os fungos do
filo Zygomycota caracterizam-se por apresentarem hifas largas e cenociticas. Este filo contém
importantes fungos patogénicos para 0 Homem: Mucor, Absidia, Rhizopus, Conidiobolus e
Basidiobolus (Tortora et al., 2010; Richardson e Warnock, 2012; Pommerville, 2014; Talaro e
Chess, 2015).

O filo Ascomycota, é, de longe, o maior filo, uma vez que inclui alguns fungos
filamentosos e algumas leveduras. Os ascomicetes sdo na sua maioria terrestres, mas existem
também algumas formas aquaticas. Muitos sdo parasitas de plantas e animais, enquanto outros
sdo saprdfitas, vivendo no solo ou em detritos vegetais (Prata, 2007). Este filo também contém
muitos dos generos considerados patogénicos para o ser humano: Aspergillus, Penicillium,
Microsporum (Tortora et al., 2010; Talaro e Chess, 2015).

1.6 Fungos Dermatofitos

Os fungos dermatofitos sdo fungos filamentosos queratinéfilos, isto é, com capacidade
para degradar a queratina, uma proteina insoltvel, obtendo assim nutrientes. A queratina pode
ser encontrada em varios locais, incluindo o corpo humano, nomeadamente, na pele, unhas e
cabelo (Liu, 2011; Sykes, 2014). Quando 0s organismos crescem no hospedeiro, ndo costumam
invadir os tecidos, uma vez que apenas colonizam as camadas queratinizadas mais superficiais
da pele (Prata, 2007).

A doenca conhecida por tinha ou dermatofitose (Figura 4 — A e B) é o resultado da
reacdo do hospedeiro com as enzimas libertadas pelo fungo, durante o processo de degradacao.
Os dermatofitos sdo os Unicos fungos que desenvolvem uma dependéncia da infecdo do ser
humano ou animais, para a sobrevivéncia da espécie, pelo que, consequentemente, estes fungos
estdo entre os mais comuns agentes de infe¢do de humanos (Prata, 2007).

Este grupo € constituido por inUmeras espécies agrupadas em trés géneros, que podem
ser diferenciados pela forma e disposicdo dos micro e/ou macroconidios: Microsporum,
Trichophyton e Epidermophyton (Kayser et al., 2005; Valdigem et al., 2006; Prata, 2007;
Almeida, 2012; Sykes, 2014). Os trés géneros de dermatofitos diferem na sua distribuicdo
geografica, na capacidade de infetar o ser humano em diferentes locais do corpo e no grau de

resposta da infe¢do provocada no ser humano e nos animais (Goering et al., 2013). Com base



no seu habitat natural e na sua associacdo com os hospedeiros, os dermatofitos podem ainda ser
agrupados em trés grupos: geofilicos, zoofilicos e antropofilicos (Lemsaddek, 2008).

Os dermatofitos que habitam principalmente no solo e matéria organica morta séo
denominados de geofilicos. A exposi¢do ao solo contaminado constitui a maior fonte de infecao
de humanos e animais. Por estarem associadas & decomposicdo de material queratinizado
presente no solo, as espécies geofilicas sdo consideradas as ancestrais dos dermatofitos
patogénicos (Lemsaddek, 2008; Mahon et al., 2011). Os zoofilicos estdo tipicamente adaptados
para viver na pele e no pelo dos animais, uma vez que, passaram gradualmente da vida
saprofitica no solo ao parasitismo de animais. A infecdo de humanos por espécies zoofilicas
ocorre quando existe um contacto direto com animais infetados ou, de uma forma indireta,
guando ocorre um contato com objetos inanimados associados ao material queratinoso de
animais infetados (Lemsaddek, 2008; Mahon et al., 2011). A adaptacdo das espécies zoofilicas
ao parasitismo de humanos permitiu a formacdo do grupo de espécies antropofilicas. Embora
sejam encontrados quase sempre como agentes de doengas humanas, as infe¢fes que provocam
raramente sdo inflamatorias. A transmissdo entre humanos pode ocorrer por contacto direto
entre pessoas ou por contacto indireto, como por exemplo, devido a partilha de bens pessoais
como, escovas, toalhas e chapéus (Lemsaddek, 2008; Mahon et al., 2011).

De uma forma geral, os fungos dermatoéfitos crescem em meios nutricionais apds 5 a
14 dias, a temperaturas entre os 25 e 30°C, com uma aparéncia semelhante ao algodao.
Normalmente apresentam cor branca (Figura 3 - C), sendo também possivel a observagao deste
tipo de fungos com outras cores. Uma vez que estas caracteristicas sdo variaveis, estes serdo
também os critérios menos confiaveis para a identificacdo, sendo, por isso, indispensavel a
realizacdo de uma lamina para observacdo ao microscopio (Quinn et al., 1994; Kayser et al.,
2005; Sykes, 2014).

Figura 3. A e B - Sinais clinicos de dermatofitose; C - Dermatéfito em cultura (Adaptado de Sykes, 2014).



1.6.1 Microsporum

O género Microsporum caracteriza-se por possuir macroconidios fusiformes ou em
forma de langa, com paredes espessas e, salvo raras exce¢des, com a superficie externa rugosa
ou espiculada, pelo menos na extremidade distal. Estes, dependendo das espécies, podem
possuir entre 1 a 15 septos. Podem também observar-se microconidios, micélio, corpos
nodulares e clamiddsporos. As col6nias apresentam normalmente uma tonalidade clara,
variavel entre o branco e o castanho (Prata, 2007; Ellis, 2016).

As espécies do genero Microsporum infetam principalmente a pele, pelo e o cabelo, e
mais raramente as unhas. Este género é conhecido por causar doencas como a tinha do couro
cabeludo (tinea capitis) e a tinha do corpo (tinea corporis) (Prata, 2007).

S&o conhecidas varias espécies deste género, no entanto as espécies mais comuns sao:

M. audouinii, M. canis, M. cookei, M. gallinae, M. gypseum e M. persicolor (Ellis, 2016).

1.6.2 Trichophyton

O género Trichophyton caracteriza-se por produzir numerosos microconidios que
podem possuir diferentes morfologias, desde esféricos a alongados. Os macroconidios, mais
raros e em forma de charuto, geralmente, apresentam menos de quatro septos. Apresentam
também paredes lisas e finas, sendo esta a caracteristica primordial para a distingdo entre este
género e o género Microsporum (Prata, 2007). Os macroconidios por vezes podem ser dificeis
de obter quando se utilizam o0s meios habituais, sendo necessario por vezes, realizar testes
bioguimicos, como por exemplo, o teste de producéo de urease, para se proceder a identificacdo
dos isolados ao nivel de espécie (Prata, 2007; Ellis, 2016).

As espécies de Trichophyton infetam a pele, pelo, o cabelo e as unhas, podendo causar
inimeras doencas, como por exemplo, tinha da barba (tinea barbae), tinha do couro cabeludo
(tinea capitis), tinha do corpo (tinea corporis), tinha das virilhas (tinea cruris), tinha das méos
(tinea manuum), tinha dos pés (tinea pedis) e onicomicose (tinea unguium) (Prata, 2007).

Algumas das espécies mais comuns sdo: T. equinum, T. interdigitale, T.

mentagrophytes, T. rubrum, T. terrestre, T. tonsurans (Ellis, 2016).



1.6.3 Epidermophyton

O género Epidermophyton caracteriza-se pela auséncia de microconidios e por possuir
macroconidios muito largos com extremidades distais redondas, paredes lisas e, geralmente,
com menos de 10 septos. Até ao momento apenas foi isolado em medicina humana (Prata,
2007).

Este género apresenta apenas duas espécies conhecidas, E. floccosum e E. stockdale.
Até ha pouco tempo atras apenas a primeira era considerada patogénica, no entanto, Ghosh et
al., (2014) reportou o isolamento de E. stockdale em pacientes com onicomicose (tinea
unguium) e com tinha do corpo (tinea corporis). E. floccosum é uma espécie com distribuicéo
mundial que habitualmente provoca tinha das virilhas (tinea cruris), tinha dos pés (tinea pedis),

tinha do corpo (tinea corporis) e onicomicoses (tinea unguium) (Prata, 2007; Ellis, 2016).

1.7 Fungos filamentosos ndo queratinofilos

1.7.1 Aspergillus spp.

Sao conhecidas mais de 190 espécies de Aspergillus, sendo que a sua maioria é
saprofita, ndo apresentando riscos para a saude humana e animal (Markey et al., 2013). No
entanto, algumas das espécies deste género podem provocar endoftalmite e aspergilose podendo
esta ser séptica, do trato respiratorio ou do sistema nervoso central (Kayser et al., 2005). A
espécie A. flavus é frequentemente associada a aspergilose invasiva, encontrada em pacientes
imunodeprimidos e em infe¢bes dos seios paranasais. A. fumigatus é um importante agente
patogénico humano e é a causa mais comum de todas as formas de aspergilose quer invasiva,
quer ndo invasiva. A. niger é uma das espécies mais comuns e facilmente identificaveis do
género Aspergillus estando também associado com a aspergilose pulmonar invasiva. E também,
muitas vezes, um agente causador de aspergiloma e, é o causador mais frequente de otomicose
(Hospenthal e Rinaldi, 2015; Ellis, 2016). Em termos de taxonomia, este género esta inserido
no filo Ascomycota (Markey et al., 2013).

Os fungos deste género tém um crescimento geralmente rapido, podendo ocorrer em
apenas 3 dias (Prata, 2007). Pela visualizagdo da coldnia verifica-se que a superficie é

inicialmente branca, ficando depois com tons amarelos, verdes, castanhos ou pretos,
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dependendo da espécie (Figura 4 — A e B). A textura é pulverulenta, aveludada ou algodoada
consoante a maior ou menor producgéo de esporos (Quinn et al., 1994; Prata, 2007; Ellis, 2016).
Microscopicamente podem observar-se hifas hialinas e septadas com ramificacdo dicotomica.
Os conididéforos surgem a partir de uma célula basal e ddo origem a uma vesicula na sua
extremidade (Figura 4). Dependendo da espécie, podem observar-se fidlides que surgem
diretamente da vesicula (unisseriadas) (Figura 4 — C) ou que surgem a partir da métula (estrutura
que se encontra entre a vesicula e as fidlides) designando-se bisseriadas (Figura 4 — D). A sua
disposicdo em redor da vesicula, também é um forte indicador da espécie, isto €, se as fialides
se dispdem por toda a vesicula ou apenas numa certa por¢do da mesma. Os conidios por sua
vez séo redondos (2-5 pm) e constituem longas cadeias (Liu, 2011).

Figura 4. Caracteristicas macroscépicas e microscopicas do género Aspergillus. A - Caracteristicas macroscépicas
de A. niger (Adaptado de Markey et al., 2013). B - Caracteristicas macroscépicas de A. fumigatus (Adaptado de
Markey et al., 2013). C - Caracteristicas microscépicas de A. fumigatus (Adaptado de Ellis, 2016). D -
Caracteristicas microscépicas de A. terreus (Adaptado de Ellis, 2016).

1.7.2 Cladosporium spp.

O género Cladosporium, inclui mais de 500 espécies e é dos géneros mais comumente
isolados, principalmente em estudos relativos a micobiota anemofila (Boss e Day, 2001, Pitt e
Hocking, 2009).

Este género pode provocar reagdes de hipersensibilidade em individuos suscetiveis se
estes forem continuamente expostos aos esporos. Assim, o género Cladosporium, um dos
géneros mais comumente isolados do ar, pode ser considerado um potente alergénio (Carlile et
al., 2001; Bhatia e Ichhpujani, 2008). Pode também provocar cromoblastomicose, uma infecdo
de longa duracéo, caraterizada pelo aparecimento de nodulos no local do trauma (Madigan et
al., 2015). Esta infecdo pode aparecer em qualquer local do corpo, ocorrendo a sua

disseminacdo, geralmente, através do sistema linfatico (Warrell et al., 2005).
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As coldnias apresentam um crescimento extremamente lento, cerca de 7 dias, tendo
uma coloracdo entre o verde escuro e o preto (Figura 5 - A) (Grillot, 1996; Ellis, 2016).
Microscopicamente possuem conidiéforos eretos, normalmente apenas ramificados na regido
apical (Ellis, 2016). Os esporos tém geralmente “cicatrizes” distintivas em ambas as
extremidades, onde eles estdo ligados, tanto ao esporo numa extremidade como ao conidiéforo
na outra, sendo designados de células escudo (shield cells) (Bhatia e Ichhpujani, 2008). Embora
sejam muitas vezes denominados de esporos unicelulares, estes sdo frequentemente observados
com um Unico septo transversal ou com varios septos transversais (Figura5 — B e C). O seu

comprimento varia entre 4 a 20 um (Boss e Day, 2001).

Figura 5. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do género Cladosporium. A - Caracteristicas
macroscopicas de Cladosporium sp. (Adaptado de Grillot, 1996). B - Caracteristicas microscopicas de
Cladosporium sp. (Adaptado de Grillot, 1996). C - Caracteristicas microscépicas de Cladosporium sp. (Adaptado
de Ellis, 2016).

1.7.3 Mucor spp.

Mucor contém cerca de 50 espécies conhecidas e pertence a classe dos Zigomicetes,
fazendo parte da ordem dos Mucorales. Esta ordem é conhecida por causar um espectro de
doencas predominantemente angioinvasivas em pacientes imunodeprimidos (Marques et al.,
2010; Mignogna et al., 2011). Dentro dos Mucorales, Rhizopus € o género que mais
frequentemente causa doenga em humanos, enquanto Mucor estd associado a menos de 20%
dos casos (Berger, 2016).

Este género é ubiguo no ambiente e pode ser encontrado no solo e na matéria em
decomposicédo. Os esporos sdo facilmente transportados por via aérea, 0 que pode causar a
contaminag&o das culturas em laboratorio, sendo assim importante relacionar o crescimento da
cultura com a histdria clinica do paciente para definir se o fungo deve ou néo ser considerado a
causa da doenca. A infecdo ocorre por ingestdo ou inalagdo de esporos, sendo que neste ultimo
caso a inalacdo pode causar doenga nas vias respiratorias superiores e inferiores de individuos

imunodeprimidos (Marques et al., 2010; Berger, 2016).
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Mucor pode ainda causar mucormicose, uma infecdo rara para individuos saudaveis,
mas, no entanto, com taxas de mortalidade bastante elevadas para individuos imunodeprimidos,
apesar dos avancos no seu diagnostico e tratamento (Kameswaran e Raghunandhan, 2009). As
manifestacdes clinicas sdo variaveis e podem se manifestar por comprometimento rinocerebral,
com frequéncia de 44% a 49% dos casos relatados, comprometimento cutdneo priméario
localizado ou generalizado (10% a 19%), pulmonar (10% a 11%), disseminado (6% a 11%) e
gastrointestinal (2% a 11%) (Marques et al., 2010).

As colonias deste género desenvolvem-se rapidamente, com uma textura macia e sao
facilmente identificados gracas a coloracgdo branca (Figura 6 - A), que se torna cinzenta, com o
desenvolvimento de esporéangios (Quinn et al., 1994; Ellis, 2016). Microscopicamente
observam-se hifas largas, com 6-15 um de diametro e quase sem septos. Os esporangiéforos
sdo longos e ramificados, suportando na extremidade um esporangio redondo, com dimensfes
entre 50 e 300 um de didmetro (Figura 6 — B e C). Quando a parede do esporéngio se rompe,
séo libertados esporos de grandes dimensdes (4 a 8 um de diametro), com uma estrutura

globular ou eliptica e revela-se a columela (Prata, 2007; Ellis, 2016).

Figura 6. Caracteristicas macroscdpicas e microscopicas do género Mucor. A - Caracteristicas macroscépicas de
uma colénia jovem de Mucor sp. (Adaptado de Grillot, 1996). B - Caracteristicas microscépicas de Mucor sp.
(Adaptado de Berger, 2016). C - Caracteristicas microscépicas de Mucor circinelloides (Adaptado de Ellis, 2016).

1.7.4 Penicillium spp.

Mais de 200 espécies do género Penicillium sdo conhecidas, sendo muitas delas
capazes de infetar individuos imunodeprimidos (Anaissie et al., 2009; Kauffman et al., 2011).
De entre os fungos hialinos oportunistas, causadores de hialohifomicose, o género Penicillium,
mostrou ser capaz de comprometer o sistema nervoso central (Anaissie et al., 2009). Um estudo
realizado por Huang e Harris (1963), abordou um caso de um paciente com leucemia, no qual
encontraram peniciliose cerebral e pulmonar com invaséo vascular e enfarte do miocardio. Este

género pode também causar doengas como otomicoses, infecdes pulmonares, endoftalmites e
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endocardites (Anaissie et al., 2009; Ellis, 2016). E também um potencial produtor de
micotoxinas, entre as quais, a aflatoxina B1, que é considerada a aflatoxina mais toxica, estando
muitas vezes relacionada com casos de carcinomas hepatocelulares (llic et al., 2010; Ellis,
2016).

As coldnias deste género apresentam crescimento rapido, ocorrendo geralmente em
cerca de 4 dias. No que diz respeito a sua coloragdo, a superficie é inicialmente branca,
tornando-se depois pulverulenta, de cor geralmente verde (Figura 7-A). O reverso €
normalmente branco, mas pode ser vermelho ou castanho (Prata, 2007; Anaissie et al., 2009;
Ellis, 2016). Microscopicamente é possivel observarem-se hifas septadas, com conidiéforos
ramificados ou ndo ramificados, dependendo das espécies. Os conidiéforos podem apresentar
segundas ramificacOes, designadas por métulas. Inseridas nestas, estdo as fialides, que tal como
no género Aspergillus, suportam cadeias de conidios redondos, lisos ou rugosos (2,5-5 um)
(Figura 7 - B) (Prata, 2007).

Figura 7. Caracteristicas macroscopicas e microscopicas do género Penicillium. A - Caracteristicas macroscépicas
de Penicillium sp. (Adaptado de Ellis, 2016). B - Caracteristicas microscdpicas de Penicillium sp. (Adaptado de
Ellis, 2016).

1.7.5 Talaromyces marneffei (Penicillium marneffei)

Penicillium marneffei parece ser a Unica espécie do género Penicillium capaz de
provocar doengas quer em seres humanos saudaveis quer em seres humanos imunodeprimidos
(Anaissie et al., 2009). Neste momento, devido aos novos desenvolvimentos na area da
taxonomia, passou a ser designado por Talaromyces marneffei (Samson et al., 2011), estando
agora incluido no género Talaromyces com o qual possui diversos fatores de viruléncia em
comum (de Hoog et al., 2015).

Este € um fungo que apresenta dimorfismo térmico, isto €, cresce na forma de fungo
filamentoso a temperatura de 25°C e na forma de levedura a 37°C (Pongsunk et al., 2005;

Vanittanakom et al., 2006; Dankai et al., 2015). O reservatério natural, 0 modo de transmissao
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e 0 modo de infe¢do de T. marneffei ainda ndo sdo conhecidos. Até ao momento, 0s Unicos
reservatorios naturais conhecidos séo os ratos-de-bambu Rhizomys e Cannomys spp. (Kayser et
al., 2005; Cao et al., 2011) e os humanos (Devi et al., 2009). Segundo Chaiwun et al. (2011)
0s caes tambeém poderdo ser um potencial reservatorio deste agente patogénico. Estudos de Nor-
Hayati et al. (2012) indicaram que este pode ser isolado do solo e, raramente, de outras fontes
ambientais. As atividades praticadas durante os periodos mais chuvosos foram também
associadas a um maior risco de exposi¢do nos paises endémicos (Wu et al., 2008; Nor-Hayati
et al., 2012). Segundo os mesmos autores, existe uma forte possibilidade de os humanos serem
infetados através da inalacdo dos esporos do agente infecioso e muito raramente por contacto
direto com o animal. Liu et al. (2013) também postularam que a via de transmissdo nao é
totalmente clara, mas existe uma grande hipotese de o hospedeiro ser infetado por inalacdo dos
esporos de um reservatorio contaminado e, posteriormente, este se disseminar para outros
orgdos por disseminacdo hematogénica. Para alem disso, pensa-se que a sua natureza dimorfica
contribui para a sua patogenicidade, isto é, a conversdo para a fase de levedura dentro do
hospedeiro estara relacionada com a progressdo da doenca.

Este fungo pode provocar infecdes disseminadas e progressivas especialmente
pacientes infetados com o virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (Chaiwun et al., 2011;
Dahiya et al., 2012, Seok et al., 2015; Talaro e Chess, 2015). Os casos reportados ocorreram
maioritariamente no sudeste asiatico, nomeadamente na Tailandia, China, Vietnam, Taiwan e
Singapura, havendo também ja alguns casos reportados na india (Xiang et al., 2015). No norte
da Tailandia, a infecdo por T. marneffei é a terceira infecdo oportunista mais comum em
individuos infetados pelo VIH (Mandell e Diamond, 2000). No entanto, devido a migracdo
intensa, casos de infecdo devido a T. marneffei fora desta area geogréfica tém sido identificados
em pessoas que viajaram para essas regides (Sirisanthana, 2001).

No que diz respeito aos sinais clinicos, varios autores relataram nos seus estudos que
0S seus pacientes apresentavam sintomas nao especificos, tais como, febre, mal-estar, anemia,
hepatomegalia, linfadenopatia, perda de apetite, diarreia, esplenomegalia e perda de peso. No
entanto este ndo € o diagndstico de T. marneffei uma vez que estes sdo os sintomas subjacentes
ao estado de imunossupressao, provavelmente devido a uma infe¢do por VIH. Segundo estes
mesmos autores, a caracteristica primordial de uma infecdo por T. marneffei € a lesdo cutanea
caracterizada por lesdes papulosas umbilicadas com necrose central (Figura 8) (Varghese et al.,
2004; Maniar et al., 2005; Wu et al., 2008; Baradkar et al., 2009; Nor-Hayati et al., 2012; Seok
et al., 2015; Chan et al., 2016).
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Figura 8. Lesdes cutaneas em individuos infetados com VIH e T. marneffei (Adaptado de Mandell e Diamond,
2000).

Segundo a bibliografia, desde 1990 comegaram a surgir alguns casos de pessoas que
ndo se encontravam infetadas com VIH mas apresentavam infecdo por T. marneffei (Figura 9).
Estes individuos encontravam-se imunodeprimidos, todavia ndo apresentavam a infecdo a qual
este fungo é sempre associado, o VIH. Assim, apesar de historicamente T. marneffei e VIH
aparentarem estar sempre associados, nos Gltimos anos com o aumento da melhoria dos
tratamentos retrovirais e um maior alerta preventivo em alguns paises onde o fungo é endémico,
0 numero de casos com penicilioses tem diminuido entre os individuos com VIH, aumentando,

por sua vez, em individuos imunodeprimidos com outras patologias (Chan et al., 2016).

Numero de casos

Ano da publicagéo

Figura 9. Numero de casos documentados de individuos ndo infetados com VIH mas com infecdo por T. marneffei
(Adaptado de Chan et al., 2016).
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E ainda importante referir que este fungo cumpre os postulados documentados por Koch
(1882) h& mais de cento e trinta anos, mas que, no entanto, continuam a ser validos para todos
os investigadores, principalmente, na rea de microbiologia. Segundo Koch, para se considerar
que 0 agente suspeito € o causador da infecdo tem que seguir quatro principios fundamentais:
deve ser encontrado em todos os casos de doenca, deve ser isolado do individuo infetado e
cultivado em cultura pura, a cultura pura do agente deve reproduzir a doenga especifica quando
inoculada num animal normal, saudavel e suscetivel e por fim, este mesmo microrganismo deve
ser recuperado do hospedeiro infetado experimentalmente. Segundo Chan et al. (2016) o
primeiro caso de infegdo por T. marneffei ocorreu em 1959. Um investigador acidentalmente
inoculou este fungo patogénico no seu proprio dedo enquanto realizava experiéncias num rato.
No local de inoculacdo foi possivel observar pequenos nodulos, tipicos da infecdo por T.

marneffei.

1.8 Diagnostico laboratorial
1.8.1 Diagnostico microbioldgico

A utilizacdo de um meio de cultura adequado € um dos requisitos que deve ser sempre
cumprido em laboratério. Um meio ideal deve proporcionar ndo sé o crescimento adequado,
mas o melhor crescimento possivel de modo a permitir que os fungos crescam sem restricao e
expressem todos os seus fendtipos (Meletiadis et al., 2001). A recuperagdo dos fungos do
material clinico depende da obtencdo de uma amostra clinica adequada e da utilizacdo dos
métodos de cultura que permitam a recuperacao de organismos presentes (Murray et al., 2015).

A escolha de um meio de cultura depende no tipo de microrganismo que se pretende
semear tendo em consideragdo 0s requisitos nutricionais do mesmo. Tendo em conta a
consisténcia, os meios de cultura podem ser classificados em liquidos, semi-solidos ou sélidos
(Sinha, 2014). Tendo em conta a composic¢do, estes podem ser preparados através de
componentes naturais, sintéticos ou semi-sintéticos (Murray et al., 2015).

Os requisitos essenciais para o crescimento fungico incluem fontes de carbono e azoto,
vitaminas, minerais, ar e agua. Nao existe um meio no qual haja crescimento de todos os fungos.

A maioria pode ser semeada em meios ricos em acucares, no entanto, meios com menos
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nutrientes sdo também bastante utilizados quando se pretende obter esporulacdo (Kirk et al.,
2008).

Segundo Murray et al. (2015) os meios de cultura podem ser subdivididos em quatro
categorias gerais: meios enriquecidos nao seletivos, meios seletivos, meios diferenciais e meios
especializados. O meio de cultura mais utilizado para o isolamento dos fungos é o meio
Sabouraud Dextrose Agar® (SDA), um meio enriquecido ndo seletivo. As caracteristicas
principais deste meio sdo o pH acido (pH 5,8 £ 0,2) e seu elevado teor em glicose. Todavia, 0
meio nao é totalmente um impedimento para bactérias, e por essa razéo, deve ser tornado num
meio seletivo, adicionando antibidticos quando se pretender apenas o isolamento fungico. Outro
meio bastante usado é o Potato Dextrose Agar®, um meio que permite o crescimento de todos
o0s géneros fangicos. Comparativamente com o SDA, verifica-se um pH semelhante (pH 5,6 +
0,2), no entanto nutricionalmente é considerado ligeiramente mais pobre, induzindo a
esporulacdo dos fungos. Para o isolamento de dermatofitos é utilizado maioritariamente o
Dermatophyte Test Medium® (pH 5,5 + 0,2). Este meio caracteriza-se por possuir inibidores de
bactérias, um inibidor de fungos saprofitas e um indicador de pH (Sykes, 2014).

As temperaturas de incubacdo afetam o crescimento flngico e, portanto, podem também
afetar os géneros de fungos em desenvolvimento nas placas de Petri. Os protocolos de
isolamento recomendam a incubagdo de fungos filamentosos a temperatura ambiente ou a 25°C,
uma vez que a estas temperaturas a maioria das coldnias desenvolvem-se dentro de 2 a 10 dias
(Mueller et al., 2004). No caso de se efetuar isolamento de T. marneffei as colonias devem ser
semeadas em Brain Heart Infusion (BHI), um meio enriquecido onde crescem quase todos 0s
fungos e incubadas a 37°C para que haja converséo para a fase leveduriforme (Vanittanakom et
al., 2006; Ahmad et al., 2010; McClatchey, 2002 e Ellis 2016). Para a coloragédo da lamina pode
utilizar-se uma coloracdo simples com azul de metileno ou uma coloracdo diferencial, a
coloracdo de Gram (Mohan, 2009; SENAI-SP, 2015).

1.8.2 Diagnostico por técnicas moleculares

Em meados do século XX, surgiram na area da microbiologia, estudos relacionados
com as propriedades genéticas de microrganismos. A partir desses trabalhos centrados na
genética microbiana, os campos da biologia molecular, da engenharia genética e da genomica

tém sido intensamente desenvolvidos. As tecnologias moleculares tém revolucionado as
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ciéncias da vida e ttm originado novas ferramentas experimentais que procuram solucionar o0s
problemas mais complexos da biologia. Hoje em dia, muitos dos progressos realizados em
microbiologia devem-se a gendémica, a0 mapeamento, sequenciacdo e analise de genomas
(Madigan et al., 2015).

A biologia molecular inclui variadas técnicas e testes que permitem relacionar
diferentes areas como a microbiologia, a bioquimica e a genética. Neste trabalho foi utilizada a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction, PCR), uma técnica que permitiu
uma grande evolucao no conhecimento nas diferentes areas da biologia. E altamente sensivel e
especifica, obtendo resultados a partir de quantidades minimas de DNA, sendo amplamente
utilizada na ciéncia forense, podendo também ser aplicada para a identificacdo de
microrganismos (Talaro e Chess, 2015). A aplicacdo da PCR como técnica de diagndstico
também é considerada, Vvisto ser possivel obter-se o resultado em poucas horas, comparando
com as técnicas de cultura tradicionais que podem demorar dias ou até mesmo semanas
(Vanittanakom et al., 2002; Talaro e Chess, 2015).

1.8.2.1 Reacéo em cadeia da Polimerase (PCR)

A PCR é essencialmente a replicacdo de DNA in vitro, produzindo grandes
quantidades de sequéncias de genes especificos ou outros segmentos de DNA que podem ser
usados para uma grande variedade de aplicacdes. Esta técnica, permite a amplificacdo de
segmentos que podem ir até alguns milhares de pares de bases (Madigan et al., 2015).

A PCR carateriza-se por trés etapas essenciais (Talaro e Chess, 2015):

1. Desnaturagdo: O primeiro passo envolve o aquecimento de DNA alvo a 94°C —
95°C para desnaturar o DNA. Cada cadeia ira posteriormente tornar-se num DNA molde.

2. Hibridacdo: A reacéo ¢ arrefecida (entre 50°C e 65°C, dependendo da sequéncia
dos “primers”) e os “primers” ligam-se a regides especificas do DNA, delimitando as
sequéncias a amplificar.

3. Extensdo: A terceira fase ocorre a 72°C. Nesta, a DNA polimerase € ativada e
comega a sintetizar DNA a partir dos “primers”, utilizando os nucleotidos como substrato da
reacdo de polimerizagcdo. A enzima desloca-se ao longo das cadeias que servem de molde para

a sintese e da origem a duas cadeias duplas de DNA.
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E através da repeticdo ciclica destas etapas que ha amplificacdo do DNA (Madigan et
al., 2015). Quando as cadeias formadas no primeiro ciclo sdo desnaturadas, tornam-se moldes
as quais, posteriormente, se irdo ligar os “primers” e sofrer extensdo no segundo ciclo. Cada
ciclo subsequente converte os novos DNAs em moldes, aumentando o numero de copias (Talaro
e Chess, 2015).

Devido as elevadas temperaturas usadas para desnaturar as cdpias de cadeia dupla de
DNA in vitro, é utilizada uma DNA polimerase termostavel isolada a partir da bactéria
termofila, Thermus aquaticus. A enzima é estavel até 95°C, ndo sendo afetada pela temperatura
utilizada para desnaturar as cadeias de DNA (Madigan et al., 2015).

Neste trabalho, a PCR foi utilizada para fazer a identificacdo de T. marneffei através
do seu DNA.

1.8.3 Técnicas de diagnostico alternativas

Para além da Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR), poderiam ter sido utilizados
outras técnicas que também permitiriam a confirmacdo da presenca de T. marneffei. Nestas
técnicas incluem-se testes para a detecdo de antigénios de T. marneffei, como por exemplo
ensaio de imunodifusao, teste de aglutinacdo em latex ou ensaio de imunoabsorcao enzimatica
(ELISA) (Vanittanakom et al., 2002). Para além destes, a identificacdo deste fungo pode
também ser efetuada a partir da detecdo de anticorpos de imunoglobulina G no soro, usando o
teste de imunofluorescéncia indireta, o ensaio de western imunoblot, ensaio de imunodifuséo
ou ELISA. No entanto, atualmente, nenhum destes ensaios, por si s, proporciona sensibilidade
e especificidade suficientes para confirmar o diagndstico clinico. Como tal, para este trabalho,
0 método eleito para fazer a identificacdo fungica foi a PCR (Vanittanakom et al., 2002;
Volberding, 2008).
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2. Objetivos

Os fungos filamentosos presentes no pelo de animais podem apresentar patogenicidade
para 0s humanos, colocando em risco a Saude Publica principalmente em individuos
imunodeprimidos. Estas doencas podem entdo ter varios graus de severidade, isto é, podem
causar desde alergias respiratorias a micoses cutaneas e subcutaneas. Um dos exemplos mais
frequente de micose sdo as dermatofitoses. Como tal, € de grande importancia fazer rastreios
aos animais tanto domésticos como selvagens e em humanos.

Neste trabalho efetuou-se o isolamento fungico das amostras de pelo de animais
selvagens, domésticos e da mucosa nasal de humanos.

Em termos de objetivos gerais, com este trabalho pretendeu-se:

- Identificar a importancia dos isolados em rastreio animal para a satde publica;

- Fazer a comparacdo da micobiota nasal entre individuos com ou sem animais de

estimacéo;

- Fazer a comparacdo da micobiota nasal entre individuos com ou sem alergias

respiratorias.

Os objetivos especificos foram:
- Caracterizar fenotipicamente os isolados fungicos em animais selvagens e domésticos;
- Caracterizar fenotipicamente os isolados fangicos em amostras da cavidade nasal,

- Analisar a prevaléncia de dermato6fitos em animais domesticos e selvagens.
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3. Material e Métodos

3.1 Colheita das amostras

Para este estudo foram colhidas amostras da cavidade nasal de humanos, com o intuito
de fazer um rastreio comparativo ndo so entre pessoas com alergias e pessoas saudaveis, mas
também entre individuos com e sem animais de estimacgdo. Para que fossem respeitadas todas
as normas, foi submetido um pedido & Comiss&o de Etica cujo parecer favoravel se encontra no
Anexo 1. As pessoas que aceitaram fazer parte deste estudo foi-Ihes pedido para assinarem uma
declaracdo de consentimento informado, onde dispunham de toda a informacdo que
necessitavam sobre este estudo, garantindo sempre o anonimato e a confidencialidade das
respostas (Anexo 2). Foi-lhes também pedido para responderem a um curto inquérito para que
posteriormente fosse possivel realizar o tratamento estatistico dos dados (Anexo 3).

Neste trabalho foram analisadas amostras colhidas entre Fevereiro e Julho de 2016,
pertencentes a 73 humanos (11 com idade inferior ou igual a 20 anos, 25 com idades
compreendidas entre 21 e 40 anos e 37 idade igual ou superior a 41 anos; 30 do sexo masculino
e 43 do sexo feminino). A colheita foi efetuada em ambiente asséptico, ou seja, durante todo o
processo foram utilizados equipamentos de protecdo individual, como luvas e, a zaragatoa
utilizada encontrava-se esterilizada. Para facilitar a recolha, a zaragatoa foi imersa em solucao
fisiol6gica antes de ser introduzida na cavidade nasal. Apés a colheita, a zaragatoa foi colocada
num contentor estéril devidamente identificado com um cddigo. O cddigo criado para estas
amostras baseava-se na utilizacdo das letras HN seguido do nimero da amostra, como por
exemplo, HN1.

No que diz respeito aos animais domésticos, um total de 54 amostras, pertencentes a 2
espeécies: 28 cdes (Canis lupus familiaris, 5 jovens e 23 adultos, 10 machos e 18 fémeas) e 26
gatos (Felis silvestris catus, 21 jovens e 5 adultos, 11 fémeas e 15 machos) foram analisadas. A
colheita foi efetuada no periodo compreendido entre Fevereiro e Julho de 2016. Esta foi também
efetuada em ambiente asséptico, ou seja, foram utilizados equipamentos de protecéo individual
adequados e o0s instrumentos utilizados foram previamente esterilizados com alcool e
posteriormente flamejados. O pelo dos animais foi também previamente desinfetado com
recurso a alcool. Apos a colheita dos pelos dos animais, foram colocados numa folha de papel
ndo porosa e, esterilizada e identificados com um codigo. O cddigo baseava-se na utilizacdo da

letra D seguida do nUmero da amostra a armazenar, por exemplo, D1. No final de cada colheita
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individual todo o material utilizado voltou a ser esterilizado. Foi também pedido aos
proprietarios dos animais para responderem a um curto inquérito relativo aos mesmos para que
posteriormente fosse possivel o tratamento estatistico dos dados (Anexo 4).

Foram também analisadas amostras de pelos de animais selvagens que foram colhidas
em animais encontrados mortos por atropelamento em estradas ou em animais cagados nos
concelhos de Idanha-a-Nova e Penamacor, pertencentes ao distrito de Castelo Branco durante
a epoca venatoria entre 2009 e 2014. Os dados pertencentes a cada animal, tais como, a
localizagdo, sexo, condicdo corporal e outros dados considerados relevantes foram registados.
A idade foi estimada pelos padrdes de erupcdo dentéaria e desgaste dentario. Um total de 101
animais selvagens (27 jovens e 74 adultos; 60 machos e 41 fémeas) foram examinados. Estes
101 animais, pertenciam a 10 espécies diferentes, sendo, 51 raposas-vermelhas (Vulpes vulpes),
19 sacarrabos (Herpestes ichneumon), 7 javalis (Sus scrofa), 6 lontras (Lutra lutra), 5 fuinhas
(Martes foina), 4 coelhos (Oryctolagus cuniculus), 3 ginetos (Genetta genetta), 3 texugos
(Meles meles), 2 ouricos (Erinaceus europaeus) e 1 lebre (Lepus europaeus).

Todas as colheitas de amostras foram efetuadas por um Médico Veterinario, sendo o
pelo dos animais previamente desinfetado com recurso a alcool. As colheitas foram efetuadas
com recurso a uma pinga, sendo os pelos dos animais posteriormente colocados num envelope
de papel esterilizado. Para cada amostra colhida foi criado um c6digo de forma a que néo
houvesse erros de identificacdo de amostras no laboratério e, para que fosse possivel a
identificacdo do animal em causa. O co6digo baseava-se na utilizacdo de letras para a
identificacdo da espécie, isto é, DR no caso das raposas e DJ no caso de javalis, por exemplo.
Apos as letras, seguia-se um nimero correspondente a amostra a armazenar, por exemplo, DR
651.

3.2 Meios de Cultura

3.2.1 Potato Dextrose Agar (PDA)

O meio de cultura PDA é um meio bastante utilizado ndo s6 porque permite o
crescimento de todos os fungos bem como promove a esporulagdo dos mesmos.
Assim, foram pesadas 42 g de PDA (Liofilchem®) (Figura 10 - A) e adicionados 1000

mL de &gua destilada num Erlenmeyer, conforme descrito nas informacbes do fabricante
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(Figura 10 - B). De seguida colocou-se uma barra magnética e a respetiva rolha no Erlenmeyer
e levou-se a homogeneizar numa placa de agitagdo. De forma a facilitar esta homogeneizacgéo
o0 Erlenmeyer foi colocado em banho-maria até ficar transltcido (Figura 10 - C). Quando esta
caracteristica foi observada, 0 meio preparado foi esterilizado no autoclave (15 min a 121°C).
Posteriormente, 0 meio ainda quente foi colocado numa camara de fluxo laminar onde
iria ser transferido para as respetivas placas de Petri (Figura 10 - D). Apo6s a deposi¢do e
arrefecimento do meio, as placas foram identificadas com o nome do meio de cultura utilizado

e com a data e colocadas no frigorifico até a sua utilizacdo. O prazo de validade foi de 1 més

apods a sua reconstituicao.

3.2.2 Dermathophyte Test Medium (DTM)

O meio DTM apenas permite o crescimento de fungos dermatdéfitos, sendo mais rico em
proteinas do que em acgucares.

De acordo com as informacOes do fabricante presentes no rétulo do meio de cultura,
foram pesadas 36,8 g de DTM (Liofilchem®) e adicionados 1000 mL de agua destilada.
Posteriormente foram seguidos 0s passos descritos anteriormente na preparacdo do meio PDA,
até a etapa em que se observa a completa dissolu¢do do meio de cultura ap6s algum tempo em
banho-maria. De seguida, 0 meio ainda quente, foi distribuido por varios frascos, sendo o

volume final de 9 mL em cada frasco. Depois de dividido o meio, os frascos foram autoclavados
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durante 15 min a 121°C para eliminar qualquer tipo de contaminagdes e para manter a maxima
esterilidade. Os frascos, com o meio ainda quente, foram colocados em suportes de forma a que
0 meio adquirisse uma posic¢éo inclinada ao solidificar (Figura 11). Este passo é importante para
evitar a rapida desidratacdo do meio e para aumentar a area de contacto com o oxigénio. Por
fim, os frascos foram guardados a cerca de 20°C e protegidos da luz tal como recomendado nas
instrucOes do fabricante.

Note-se que este meio, que naturalmente apresenta uma coloracdo amarela, possui a
particularidade de mudar de cor na presenca de fungos dermatdfitos. Esta mudanca de cor deve-
se ao facto de este tipo de fungos metabolizarem as proteinas constituintes do meio, tornando o
pH alcalino. Uma vez que o meio possui um indicador, o vermelho de fenol, a alteracéo de pH

é passivel de ser observada quando se da a alteracdo da cor do meio de amarelo para vermelho.

Figura 11. Frascos com DTM num suporte inclinado (Fotografia do autor).

3.3 Isolamento das amostras

As amostras de pelo dos animais selvagens e domésticos foram semeadas em dois meios
de cultura que possuiam as condi¢des indicadas para o crescimento de fungos. Os meios
utilizados para o isolamento foram Potato Dextrose Agar (PDA) (Liofilchem®) e
Dermathophyte Test Medium (DTM) (Liofilchem®).

Neste processo foram colocados pelos sobre a superficie do meio de cultura com o
auxilio de uma pinga (Figura 12 - A e B). E importante referir que cada amostra foi repartida
pelos dois meios de crescimento referidos anteriormente (PDA e DTM). No caso dos frascos

de DTM, a rolha ndo estava completamente apertada para ndo privar 0s eventuais dermato6fitos
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de oxigénio, no caso de 0os mesmos estarem presentes na amostra. As amostras de animais
selvagens foram semeadas em duplicado, tanto em PDA como em DTM.

As amostras nasais, por sua vez, foram apenas semeadas num dos meios, PDA, uma vez
gue 0 nariz nao possui queratina e, portanto, ndo iria haver crescimento de fungos dermatofitos.
Neste processo as amostras foram semeadas com recurso a zaragatoa utilizada para fazer a
colheita sendo utilizado o método de inoculagéo por estrias. Neste método foi utilizada uma
zaragatoa ou outro instrumento semelhante contendo o inéculo e posteriormente o meio de
cultura foi “riscado” superficialmente (Figura 10 - C). Todo o processo foi executado num
ambiente asséptico, isto é, na presencga de um bico de Bunsen, e todas as regras de biosseguranca
foram cumpridas, isto é, a utilizacdo de luvas e bata. Todo o material foi previamente
desinfetado com o recurso a alcool a 70%, seguido de flamejacdo do mesmo. Depois de
semeadas, as placas com as amostras foram devidamente identificadas com o mesmo cddigo

anteriormente utilizado e isoladas com pelicula. As placas de Petri com PDA e os frascos com

DTM foram colocados na estufa a 25°C, em ambiente hiUmido e escuro.

Figura 12. Processo de inoculagdo das amostras: A — Inoculagcdo de uma amostra de um animal selvagem em
PDA,; B - Inoculacdo de uma amostra de um animal selvagem em DTM; C — Inocula¢do de uma amostra nasal em
PDA (Fotografias do autor).

3.4 Isolamento dos fungos

Para caracterizar individualmente um fungo €é necessario obté-lo em cultura pura. Para
isso efetuou-se a repicagem dos fungos, ou seja, foi feita extracdo de uma pequena porcao de
meio onde estava situado o fungo com uma ansa previamente esterilizada, seguindo-se a sua
colocagdo numa nova placa de Petri com meio PDA. E de salientar que a parte superficial do
fungo deveria ficar virado para 0 novo meio. Todo o processo de isolamento, isto é, a separacao
de um fungo a partir de popula¢Ges mistas, foi realizado numa camara de fluxo laminar. De

seguida as placas foram devidamente isoladas com pelicula e colocadas na estufa a 25°C para

26



que fosse possivel o crescimento do fungo e fossem obtidas colonias perfeitamente
individualizadas.
Este procedimento foi efetuado tanto para as colonias das amostras dos animais

selvagens e domésticos bem como das amostras dos humanos.

3.5 Identificacdo dos fungos

A identificacdo flangica foi realizada a partir das observacfes macroscépicas e
microscopicas das caracteristicas e componentes estruturais dos fungos filamentosos isolados,
recorrendo-se aos livros Clinical Veterinary Microbiology (1994), Clinical Mycology (2009) e
Infectious diseases of the dog and cat (2012), ao artigo de Prata, (2007) e ao endereco eletronico
pertencente a Universidade de Adelaide, na Australia: http://www.mycology.adelaide.edu.au

como meios de comparagdo para as coldnias e estruturas microscépicas obtidas.

3.5.1 Identificacdo macroscopica

Para se proceder a correta identificagdo dos fungos presentes nas amostras, é necessario
recorrer a analise macroscépica e microscopica das coldnias, comparando-as com as fontes
utilizadas, neste caso os livros, o artigo e o endereco eletrénico mencionados anteriormente.

A analise macroscopica pode ser muito variada em termos de aspeto. Esta corresponde
a andlise do verso e reverso da placa utilizando como parametros de comparagéo a cor, a textura

e a velocidade de crescimento das coldnias.

3.5.2 Identificagdo microscopica

De forma a complementar o que foi observado macroscopicamente e a que seja possivel
fazer a completa identificacdo da coldnia fungica em estudo, € necessario fazer também a
analise microscapica.

Esta anélise baseia-se na preparacdo de uma ldmina com uma pequena parte da estrutura

do fungo, seguida da observacdo microscépica do mesmo.
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3.5.2.1 Método do Lactofenol com Azul de Algodéo

Para que a analise microscépica seja bem-sucedida é necessario utilizar um corante que
permita a distincdo entre as diferentes estruturas do fungo e que possibilite a identificacdo das
mesmas. Assim, para este efeito, foi utilizado o corante Lactofenol com Azul de Algodéo.

O método utilizado é bastante simples e consiste no seguinte: retirar uma lamina do
frasco com alcool a 70%, deixar secar, identificar com o codigo definido para a amostra em
questdo e de seguida colocar uma a duas gotas deste corante na lamina. Depois de esta
preparacdo estar feita, corta-se uma tira de fita-cola e com o auxilio de uma pinca decalca-se 0
fungo para que este adira a fita-cola. Assim que se verifique a aderéncia na fita-cola, esta é
colocada na lamina, em cima da gota de corante (Figura 13). Note-se que se deve decalcar a
parte mais externa, ou seja, mais perto da extremidade da placa de Petri uma vez que este é 0
local que apresenta menos esporulagéo do fungo. Deve também ter-se em atencao a forma como
é colocada a fita-cola, isto €, certificar-se que a parte que tem a cola é a que fica voltada para a
lamina.

Este processo foi utilizado para a identificacdo das estruturas fungicas das amostras
presentes no meio PDA. No que diz respeito as amostras dos animais, este método foi utilizado
para a preparacao das laminas dos fungos filamentosos presentes no meio PDA, e também na
preparacdo das laminas de possiveis fungos dermatofitos que apresentaram crescimento no
meio DTM. Todo o processo foi realizado na presenca do bico de Bunsen e todo o material foi
devidamente esterilizado com alcool a 70% seguido de flamejacdo, sendo também obrigatorio
0 uso de luvas. Posteriormente procedeu-se a identificacdo microscopica na objetiva de 40X,

analisando as caracteristicas estruturais e comparando com as fontes anteriormente indicadas.
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Figura 13. Laminas preparadas com o método do Lactofenol Azul de Algodao (Fotografia do autor).

—
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3.5.3 Identificacdo de T. marneffei

No caso de T. marneffei, também se procede a identificagio macroscopica e
microscopica, tal como nos outros generos fungicos. No entanto, sendo este um género
dimorfico, pode-se utilizar esse aspeto como uma vantagem, permitindo-nos fazer a
confirmacéo da identificacdo. Assim, a partir de uma coldnia de T. marneffei pura, transferiram-
se alguns esporos com uma ansa, para um frasco com meio Brain Heart Infusion (BHI). Este
meio é utilizado por muitos autores, como por exemplo, Vanittanakom et al., (2006), Ahmad et
al., (2010) e Ellis (2016) para realizar esta conversdo de fases por ser um meio enriquecido
onde crescem quase todos os fungos (McClatchey, 2002). Em alternativa pode ser utilizado o
meio Saboraud Dextrose Agar (Yang et al., 2013) ou 0 meio Agar Sangue (Duong, 1996).

Apos ser semeado no meio de cultura, o fungo foi colocado a 37°C em ambiente escuro
e humido durante cerca de uma semana para que desenvolvesse a sua forma de levedura. Quanto
as caracteristicas macroscopicas, observou-se uma levedura com uma coloracéo palida, entre o
branco e o dourado. Para se realizar a observacdo microscopica, foi efetuada uma coloracéo
simples com azul de metileno. Ao microscdpio observam-se células esféricas a elipsoidais, com
2 a 6 um de diametro que se dividem por fissao, sendo também possivel verificar a presenca
numerosas hifas curtas (WHO, 2009). Em alternativa, poderia ter sido utilizada uma coloracéo
diferencial, a coloracdo de Gram. O principio da coloracdo de Gram esta relacionado com a
ligacdo do violeta de metilo e da safranina as paredes celulares, normalmente as bacterianas.
No entanto, esta técnica é também extremamente (til para detetar a presenca de elementos
fangicos. As leveduras sdo unicelulares e tém uma parede celular muito mais espessa do que a
das bactérias Gram positivas. Como resultado, o complexo violeta de metilo-lugol mantém-se
dentro da célula, ficando estas coradas de roxo, tal como as Gram positivas (Mohan, 2009).

3.5.3.1 Coloragéo Simples com Azul de Metileno

A utilizacdo dos corantes permite que as células observadas se tornem mais facilmente

visiveis e também possibilita evidenciar diferencas entre células de diferentes espécies com a

utilizacdo de solugdes corantes apropriadas. Neste trabalho o corante utilizado foi 0 azul de

metileno, encontrando-se de seguida descrito o procedimento desta técnica:
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Coloracéo Simples com Azul de Metileno

1 - Numa lamina limpa colocar uma a duas gotas de solucéo fisioldgica.

2 - Com uma ansa retirar uma colonia de levedura e misturar bem na gota de solucéo fisioldgica.
3 - Deixar secar e passar 3 vezes na chama do bico de Bunsen para fixar.

4 - Cobrir a lamina com azul de metileno durante 1 minuto.

5 - Passar a lamina em &gua corrente.

6 - Deixar secar e observar ao microscopio 6tico com 6leo de imerséo.

Na Figura 14 pode observar-se uma imagem microscopica obtida da levedura de T.

marneffei.

Figura 14. Imagem microscopica de T. marneffei na forma de levedura (x1000) (Fotografia do autor).

3.5.4 Conservacgdo em agua destilada esterilizada

Para que os fungos pudessem ser submetidos a
PCR, teve que ser feita a sua conservacdo em Aagua
destilada esterilizada. Para tal, colocou-se agua destilada
esterilizada na placa que continha o fungo em questéo e
agitou-se ligeiramente de forma a que os esporos ficassem
envolvidos na agua. De seguida, com uma pipeta de
Pasteur, a agua contendo os esporos foi colocada num tubo
estéril devidamente identificado e posteriormente fechado
(Figura 15). Todo o procedimento foi realizado na

presenca do bico de Bunsen e equipamento de protecao

individual.

Figura 15. Conservacdo do fungo em
agua destilada (Fotografia do autor).
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3.5.5 Extragdo de DNA

A extracéo de DNA foi realizada com recurso ao kit Plant/Fungi DNA Isolation (Norgen
Biotek®), seguindo o protocolo fornecido no mesmo, com algumas modificacdes, como se

descreve em seguida:

Preparacéo do lisado

1 - Colocaram-se 200 pL de células em suspensdo, num microtubo (centrifugou-se um volume
que permitiu a formacao de um pellet de 50-100 mg).

2 - Adicionaram-se 500 uL de Lysis Buffer L e 1 uL de RNase.

3 - Num microtubo colocaram-se 0,25 mL de esferas de silica e juntou-se a mistura anterior.

4 - Homogeneizou-se, utilizando o Tissuelyser (Qiagen®).

5 - Incubou-se 30 minutos, em banho-maria, a 65°C (inverteram-se os tubos aos 10, 20 e 30
minutos).

6 - Centrifugou-se a 13.000 rpm durante 10 minutos.

7 - Retirou-se o sobrenadante para um novo microtubo.

8 - Adicionaram-se 100 uL de Binding Buffer | e misturou-se bem.

9 - Incubou-se 5 minutos no gelo.

10 - Transferiu-se o contetdo anterior para a coluna de filtracdo (anel branco) acoplada a um
tubo coletor, centrifugou-se a 13.000 rpm durante 2 minutos.

11 - Transferiu-se o lisado para um novo microtubo e verificou-se o volume, adicionando-se

igual volume de etanol a 70 %. Misturou-se por inversao.

Ligacdo

12 - Pipetaram-se 650 puL da mistura anterior para a coluna com anel cinzento acoplada a um
tubo coletor.

13 - Centrifugou-se a 10.000 rpm durante 1 minuto.

14 - Descartou-se o filtrado e reutilizou-se o tubo coletor para repetir os dois Ultimos passos,
caso ainda houvesse solucgéo (lisado + etanol).

15 - Descartou-se o filtrado.

Lavagem

16 - Adicionaram-se 500 uL de Buffer WN na coluna e centrifugou-se 1 minuto a 10.000 rpm.
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17 - Descartou-se o filtrado e reutilizou-se o tubo coletor.

18 - Adicionaram-se 500 uL de Wash Solution A na coluna e centrifugou-se 1 minuto a 10.000
rpm.

19 - Descartou-se o filtrado e reutilizou-se o tubo coletor.

20 - Repetiram-se o passo 18 e 19.

21 - Descartou-se o filtrado.

22 - Centrifugou-se o tubo e coluna a 13.000 rpm durante 2 minutos.

23 - Descartou-se o filtrado e o tubo coletor.

Eluicéo

24 - Colocou-se a coluna num tubo de 1,5 mL, adicionaram-se 100 uL de Elution Buffer B e
incubou-se 5 minutos a temperatura ambiente. Centrifugou-se a 10.000 rpm durante 1 minuto.
25 - Repetiu-se o passo anterior, mas com 50 uL de Elution Buffer B, para um novo tubo.

Centrifugou-se a 10.000 rpm durante 1 minuto.

3.5.6 Qualidade do DNA

Para se verificar a qualidade do DNA extraido, foi feita uma anéalise em gel de agarose
(1%). Para tal, foram pesados 0,60 g de agarose em p0 e adicionados 60 mL de TBE 1x (Tris-
Borato-EDTA), sendo a mistura dissolvida por aquecimento até a ebulicdo. De seguida foi
adicionado 1,5 uL de GreenSafe (Nzytech®), um composto altamente sensivel para visualizagio
de DNA quando exposto a luz UV, especificamente formulado para ser uma alternativa segura
a utilizacdo de brometo de etidio.

Posteriormente, o gel foi colocado no suporte até solidificar. Apds a solidificacéo, foi
colocado um marcador de peso molecular - Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Thermo
Scientific®) nos pogos das extremidades e, as amostras, foi adicionada solucdo de deposicio
(Thermo Scientific®) composta por azul de bromofenol, tamp&o (TBE) e glicerol, antes da
deposicdo. O gel foi depois sujeito a electroforese a 80V durante cerca de 1 hora. Para a
visualizacio do gel recorreu-se ao equipamento Gel Doc™ XR (Molecular Imager®) com o

software Image Lab™ (Bio Rad®).
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3.5.7 Nested-PCR

O DNA foi testado por Nested-PCR, seguindo o procedimento descrito por
Vanittanakom et al. (2002). Este tipo de PCR baseia-se em duas rea¢Bes com “primers” que
amplificam sequéncias especificas do gene 18S rRNA. A primeira amplificacdo é realizada com
“primers” (RRF1 e RRH1) especificos para fungos, resultando no aparecimento de uma banda
de aproximadamente 600pb. J& na segunda reacdo, foram utilizados “primers” (Pm1l ¢ Pm2),
que amplificam um fragmento de 400pb no caso de estarmos perante uma amostra de T.
marneffei, sendo estes “primers” considerados especificos para este fungo. A sequéncia dos

“primers” utilizados pode observar-se na Tabela 1.

Tabela 1. “Primers” utilizados e respetivas sequéncias.

Nome Sequéncia (5’ - 3°)

RRF1 ATCTAAATCCCTTAACGAGGAACA
RRH1 CCGTCAATTTCTTTAAGTTTCAGCCTT
Pm1l ATGGGCCTTTCTTTCTGGG

Pm2 GCGGGTCATCATAGAAACC

Para a 12 reacdo da Nested-PCR, foi feita a Mix com as quantidades indicadas na Tabela
2. De seguida, em cada tubo, foram colocados 3 uL. de DNA extraido anteriormente, juntamente

com 17 pLL da Mix. Este processo foi repetido para todas as amostras.

Tabela 2. Quantidades dos componentes utilizados para a Mix da primeira reagéo.

Reagente Volume
Mastermix (Bioron®) 10 L
“Primer” RRF1 1 uL
“Primer” RRH1 1 uL
Agua 5uL
DNA 3ul

De seguida as amostras foram colocadas no termociclador durante aproximadamente
duas horas e trinta minutos, onde foram sujeitas a diferentes ciclos de tempo e temperatura,

como se pode ver na Tabela 3.
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Tabela 3. Condi¢des da primeira reacdo da Nested-PCR.

Tempo Temperatura Numero de ciclos
5 minutos 95°C 1
30 segundos 95°C
30 segundos 55°C 35
2 minutos 72°C
10 minutos 72°C 1

Ap0s a reacdo de PCR, dos 20 uL de cada tubo, 5 uL foram armazenados no congelador,
14 pL foram utilizados para a eletroforese e 1 pL foi guardado para a 2% reagao da Nested-PCR.
Para a eletroforese, foi realizado um gel de agarose (1%) com 1,5 uL de GreenSafe (Nzytech®).
Aos 14 pL de DNA foram adicionados 2 pL de solugdo de deposicdo (Thermo Scientific®)
sendo posteriormente colocados nos pogos do gel (Figura 16 - A).

No primeiro e no ultimo poc¢o do gel foi colocado um marcador de peso molecular -
Gene Ruler™ DNA Ladder Mix (Thermo Scientific®). Este foi sujeito a 80V durante cerca de
1 hora (Figura 16 - B). Para a visualizaco do gel recorreu-se ao equipamento Gel Doc™ XR

(Molecular Imager®) com o software Image Lab™ (Bio Rad®).

Figura 16. Técnica de eletroforese: A — Colocagdo do DNA (juntamente com a solucdo de deposicdo) no gel; B-
Tina com o gel de agarose, submetida a 80V (Fotografias do autor).

Quanto a 22 reagdo da Nested-PCR, o microlitro reservado foi diluido numa proporgéo
de 1:1000 (1 pL de DNA + 999 uL agua). De seguida, foi feita a Mix com as quantidades

indicadas na Tabela 4.

34



Tabela 4. Reagentes utilizados para a Mix da segunda reacao.

Reagente Volume
Mastermix (Bioron®) 10 uL
“Primer” Pm1 1 uL
“Primer” Pm2 1 uL
Agua 7 uL
DNA (1:1000) 1 uL

Posteriormente as amostras foram colocadas no termociclador, onde foram sujeitas a

diferentes ciclos de tempo e temperatura (Tabela 5).

Tabela 5. Condic6es da segunda reacdo da Nested-PCR.

Tempo Temperatura Numero de ciclos
5 minutos 95°C 1
30 segundos 95°C
30 segundos 65°C 35
2 minutos 72°C
10 minutos 72°C 1

Apos a reacdo de PCR, 0s 20 pL foram utilizados para a eletroforese. A este volume
foram adicionados 2 puL de solugdo de deposi¢do sendo posteriormente o gel sujeito a 80V
durante cerca de 1 hora. Para a visualizacdo do gel recorreu-se ao equipamento Gel Doc™ XR

(Molecular Imager®) com o software Image Lab™ (Bio Rad®).

3.6 Analise de dados

A analise estatistica dos dados, tanto os obtidos como resultados laboratoriais como os
obtidos através da analise dos inquéritos epidemioldgicos, foi efetuada com recurso ao
programa SPSS® 22.0. O estudo da associac&o entre variaveis foi efetuado pela analise do qui-

quadrado e pelo teste exato de Fischer com um grau de probabilidade (p)<0,05.
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4. Resultados

4.1 Rastreio da colonizagéo nasal por fungos

Foi efetuado um rastreio por zaragatoa nasal a 73 pessoas das quais 30 (41,1%) eram do
sexo masculino e 43 (58,9%) eram do sexo feminino. Relativamente a idade, 15,0% tinham
idade igual ou inferior a 20 anos e 32,9% tinham idade compreendida entre os 21 e os 40 anos
e 52,1% tinham idade igual ou superior a 41 anos. Cerca de 30,1% afirmavam ter alergias e
76,7% conviviam com animais como céo e gato. Na grande maioria das amostras (86,3%) foram
isolados fungos na mucosa nasal. No total isolaram-se 13 géneros de fungos filamentosos e uma
levedura. A prevaléncia dos diferentes géneros fungicos isolados das amostras nasais encontra-
se sumariada na Tabela 6. Os géneros mais prevalentes foram Penicillium (49,3%), Mucor
(31,5%), Cladosporium (26,0%) e Aspergillus (17,8%).

Tabela 6. Prevaléncia dos géneros fungicos isolados a partir da mucosa nasal de 73 humanos.

Numero (n) de amostras Percentagem de
Micobiota nasais com crescimento amostras nasais com
fangico crescimento fungico
Absidia 1 1,4%
Alternaria 2 2,7%
Aspergillus 13 17,8%
Aureobasidium 1 1,4%
Botrytis 2 2,7%
Cladosporium 19 26,0%
Mucor 23 31,5%
Penicillium 36 49,3%
Rhizopus 1 1,4%
Rhodotorula 8 11,0%
Talaromyces marneffei 3 4,1%
Trichoderma 1 1,4%
Trichotrecium 1 1,4%
Ulocladium 1 1,4%
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4.1.1 Efeito do sexo na colonizacao nasal

Neste estudo, 43 voluntarios eram do sexo feminino, enquanto 30 eram do sexo
masculino. A percentagem de crescimento fangico foi de 83,7% (n=36) e 90,0% (n=27),
respetivamente. A prevaléncia de crescimento fungico foi superior em individuos do sexo
feminino (57,1%) comparativamente com os individuos do sexo masculino (42,9%) (Figura
17), mas as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,510). Os géneros e
espeécies de Absidia, Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Talaromyces marneffei, Ulocladium
apenas foram isolados em individuos do sexo feminino.

Os géneros Trichoderma e Trichothecium apenas foram isolados em individuos do sexo
masculino.

Os géneros Aspergillus, Botrytis, Cladosporium, Mucor, Penicillium, Rhodotorula

foram isolados em ambos os sexos e as diferencas ndo foram significativas.

Prevaléncia flingica de acordo com o sexo

42,00%_—7

57,10%

B Feminino Masculino

Figura 17. Prevaléncia de crescimento flngico de acordo com o sexo.

4.1.2 Efeito da idade na colonizac¢éo nasal

Neste estudo, 11 individuos tinham idade igual ou inferior a 20 anos, 25 tinham idades
compreendidas entre 21 e 40 anos e 37 idade igual ou superior a 41 anos. A percentagem de
crescimento fangico foi de 90,9% (n=10), 84,0% (n=21) e 86,5% (n=32), respetivamente. A
prevaléncia de crescimento fungico foi superior em individuos com idade igual ou superior a

41 anos (52,4%) comparativamente com os individuos com idades compreendidas entre 21 e
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40 anos (31,7%) e com idade igual ou inferior a 20 anos (15,9%) (Figura 18), mas as diferencas
ndo foram estatisticamente significativas (p=0,819). Os géneros e espécies de Absidia,
Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Talaromyces marneffei, Trichoderma, Trichothecium e

Ulocladium apenas foram isolados em individuos com idades iguais ou superiores a 21 anos.

Prevaléncia flingica de acordo com a idade

15,90%
52,40%

31,70%

H<20 m21-40 m 241

Figura 18. Prevaléncia de crescimento fangico de acordo com a idade.

4.1.3 Relacdo entre alergias e outras doencas respiratérias e colonizacédo nasal

Neste estudo, 22 dos individuos inquiridos admitiram ter alergias, enquanto 51
mostraram ndo ter este problema de salde. A percentagem de crescimento fangico foi de 81,8%
(n=18) e 88,2% (n=45), respetivamente. A prevaléncia de crescimento fungico foi superior em
individuos que responderam no inquérito ndo terem alergias (71,4%) comparativamente com
os individuos que responderam que tinham alergias (28,6%) mas as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas (p=0,474). A frequéncia do isolamento fungico nestes dois
grupos de individuos encontra-se descrita na Tabela 7.

Os géneros e espécies de Absidia, Aureobasidium, Botrytis, Rhizopus, Talaromyces
marneffei, Trichoderma, Trichothecium, Ulocladium apenas foram isolados em individuos que
nédo tinham alergias.

A prevaléncia de crescimento fungico foi superior em individuos que responderam no

inquérito ndo terem doencas respiratorias (de qualquer natureza) (85,7%) comparativamente
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com os individuos que responderam que tinham esse tipo de doengas (14,3%) mas as diferengas
nédo foram estatisticamente significativas (p=0,352).

Os geéneros e espécies de Absidia, Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Rhodotorula,
Talaromyces marneffei, Trichoderma, Trichothecium, Ulocladium apenas foram isolados em

individuos que responderam que ndo tinham doencas respiratorias.

Tabela 7. Frequéncia do isolamento fingico em individuos saudaveis e alérgicos.

Micobiota Saudaveis: n (%) Alérgicos: n (%)
n=51 n=22
Absidia 1 (2,0%) 0 (0,0%)
Alternaria 1(2,0%) 1 (4,5%)
Aspergillus 10 (19,6%) 3 (13,6%)
Aureobasidium 1(2,0%) 0 (0,0%)
Botrytis 2 (3,9%) 0 (0,0%)
Cladosporium 14 (27,5%) 5 (22,7%)
Mucor 14 (27,5%) 9 (40,1%)
Penicillium 30 (58,8%) 6 (27,3%)
Rhizopus 1 (2,0%) 0 (0,0%)
Rhodotorula 7 (13,7%) 1 (4,5%)
Talaromyces marneffei 3 (5,9%) 0 (0,0%)
Trichoderma 1(2,0%) 0 (0,0%)
Trichotrecium 1 (2,0%) 0 (0,0%)
Ulocladium 1(2,0%) 0 (0,0%)

4.1.4 Relagéo entre o convivio com animais e colonizagio nasal

Neste estudo, 56 dos individuos inquiridos admitiram ter contato diario com animais de
companhia, enquanto 17 mostraram néo ter qualquer contato com animais. A percentagem de
crescimento fangico foi de 87,5% (n=45) e 82,4% (n=14), respetivamente. A prevaléncia de

crescimento fungico foi superior em individuos que conviviam diariamente com animais de
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companhia (77,8%) comparativamente com os individuos que ndo conviviam (22,2%) (Figura
19) mas as diferencas ndo foram estatisticamente significativas (p=0,598).

Os géneros e espécies de Absidia, Alternaria, Aureobasidium, Rhizopus, Talaromyces
marneffei, Ulocladium, apenas foram isolados em individuos que conviviam com animais.

O isolamento de Mucor foi estatisticamente superior em individuos que conviviam

diariamente com animais de companhia (95,7%; p=0,022).

Prevaléncia fuingica de acordo com a presenca ou
auséncia de animais domésticos

22,20%

77,80%

yV

B Com animais de estimacao Sem animais de estimagdo

Figura 19. Prevaléncia de crescimento flingico de acordo com a presenca ou auséncia de animais domésticos.

4.2 Rastreio da micobiota do pelo em cées e gatos

Analisaram-se 54 amostras das quais 51,9% (n=28) pertenciam a cées e 48,1% (n=26)
a gatos.

Relativamente aos cées, 52,3% (n=23) eram adultos e 17,9% (n=5) eram jovens. Quanto
ao sexo, 64,3% (n=18) eram fémeas e 35,7% (n=10) eram machos.

Quanto aos gatos, 80,8% (n=21) eram adultos e 19,2% (n=5) eram jovens. Quanto ao
sexo, 42,3% (n=11) eram fémeas e 57,7% (n=15) eram machos.

Dos animais amostrados 5 (9,3%) animais apresentavam lesdes do foro dermatoldgico,
dos quais 3 eram cées e 2 eram gatos.

Observou-se crescimento fangico em 96,3% (n=52) dos animais. O crescimento foi
muito semelhante em cédes (51,9%) e em gatos (48,1%). No total, foram isolados 9 géneros de
fungos filamentosos oportunistas, 1 levedura e dermatofitos (todos eles do género

Microsporum: dois Microsporum nanum, um Microsporum gypseum e dois Microsporum spp.)
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(Figura 20). Houve dois isolados que ndo foram passiveis de identificagdo. N&o se observaram

diferengas estatisticamente significativas entre cdes e gatos em nenhum dos géneros isolados.

A frequéncia de fungos isolados nos cées e gatos encontra-se na Tabela 8.

Figura 20. Imagens microscopicas (x1000) dos dermatdéfitos isolados nos animais de companhia; Microsporum
nanum, Microsporum nanum, Microsporum gypseum, Microsporum spp., Microsporum spp..

Tabela 8. Frequéncia do isolamento fingico em cées e gatos.

Micobiota Cées: n (%) Gatos: n (%) Total: n (%)
n=28 n=26 n=54
Alternaria 3 (10,7%) 2 (7,7%) 5 (9,3%)
Aspergillus 5 (17,9%) 5 (19,2%) 10 (18,5%)
Cladosporium 11 (39,3%) 14 (53,8%) 25 (46,3%)
Mucor 6 (21,4%) 7 (26,9%) 13 (24,1%)
Penicillium 11 (39,3%) 11 (42,3%) 22 (40,7%)
Rhizomucor 2 (7,1%) 0 (0,0%) 2 (3,7%)
Rhizopus 0 (0,0%) 2 (7,7%) 2 (3,7%)
Rhodotorula 5 (17,9%) 2 (7,7%) 7 (13,0%)
Talaromyces marneffei 0 (0,0%) 1 (3,8%) 1(1,9%)
Verticillium 0 (0,0%) 2 (7,7%) 2 (3,7%)
Dermatofitos 2 (7,1%) 3 (11,5%) 5 (9,3%)
Fungos filamentosos 1 (3,6%) 1 (3,8%) 2 (3,7%)

nado identificados

Os géneros fangicos mais prevalentes em cées foram Cladosporium (39,3%; n=11),
Penicillium (39,3%; n=11), Mucor (21,5%; n=6), Aspergillus (17,9%; n=5) e Rhodotorula

(17,9%; n=5). J& em gatos, o género fungico mais prevalente foi Cladosporium (53,8%; n=14),
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seguido de Penicillium (42,3%; n=11), Mucor (26,9%; n=7) e Aspergillus (19,2%; n=5). Na
Figura 21 podem observar-se imagens das colonias dos géneros flngicos mais frequentes. Neste
estudo isolaram-se 5 dermatofitos, tendo sido a prevaléncia de isolamento de 9,3%. A

prevaléncia em caes foi de 7,1% e em gatos foi de 11,5%.

Figura 21. Imagens macroscépicas dos géneros funglcos mais isolados em animais de companhia: Penicillium,
Cladosporium, Mucor e Aspergillus.

4.2.1 Isolamento em simultaneo em animais e humanos

Neste trabalho isolaram-se amostras dos proprietarios (zaragatoas nasais) e dos
respetivos animais de companhia, havendo concordancia dos mesmos em alguns géneros
fangicos. Para a analise dos resultados assumiu-se que desde que um dos animais de companhia
apresentasse um fungo existente na amostra nasal do proprietario, haveria concordancia nesse
género fungico. O valor entre paréntesis significa 0 nimero de vezes em que 0S géneros
fangicos se isolaram em simultaneo: Penicillium (18), Mucor (12), Cladosporium (9),
Aspergillus (5), Alternaria (1). Na Figura 22 podem ver-se imagens microscépicas dos géneros

fangicos isolados simultaneamente.

Figura 22. Imagens microscopicas (x1000) dos géneros flngicos isolados simultaneamente em
humanos e animais: Penicillium, Mucor, Cladosporium, Aspergillus e Alternaria (Fotografias do autor).
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4.3 Rastreio da micobiota integumentéria em animais selvagens

Durante o periodo do estudo, um total de 101 animais selvagens foram analisados. Os
resultados foram obtidos de 202 culturas. Das 101 amostras colhidas, foram obtidos 426
isolados fungicos na sua forma pura.

Dos 101 animais selvagens sujeitos ao estudo, 50,50% (n=51) eram raposas-vermelhas,
18,81% (n=19) sacarrabos, 6,93% (n=7) javalis, 2,97% (n=3) texugos, 4,95% (n=5) fuinhas,
0,99% (n=1) lebre, 5,94% (n=6) lontras, 1,98% (n=2) ouricos, 3,96% (n=4) coelhos e 2,97%

(n=3) ginetos, como se pode ver na Figura 23.

Percentagens das diferentes espécies de animais selvagens

60%

50%

40%

30%

20%

10%

— 1 . [l — /3 =

Raposa Sacarrabos Javali ~ Texugo  Fuinha Lebre Lontra  Ourico  Coelho  Gineto

0%

Figura 23. Percentagens das diferentes espécies dos animais selvagens sujeitos ao estudo.

Neste estudo, verificou-se a presenca de fungos no pelo de 84 animais (83,2%).

A prevaléncia dos diferentes géneros fangicos isolados dos animais selvagens pode
observar-se na Tabela 9. Foram identificados 20 géneros fangicos e 8 dermatdfitos (cinco
Trichophyton spp., um Microsporum canis e dois Microsporum spp.).

Os fungos mais prevalentes foram: Mucor (n=38; 37,6%), Penicillium (n=21; 20,8%) e
Aspergillus (n=15; 14,9%).

N&o se verificaram diferencas estatisticamente significativas entre a prevaléncia da
presenca fangica e o género (p=0,554), idade (p=0,392), concelho onde foram encontrados

(p=0,770) e condicéo corporal (p=0,582).
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Tabela 9. Prevaléncia dos diferentes géneros flngicos isolados nos 101 animais selvagens.

Micobiota

Absidia
Alternaria
Aspergillus
Aspergillus flavus
Aspergillus fumigatus
Aspergillus niger
Apophisomyces
Aureobasidium
Cladosporium
Fusarium

Geotrichum

Mucor

Onychocola
Penicillium
Rhizomucor
Scedosporium
Scopulariopsis
Saksenea vasiformis
Talaromyces marneffei
Trichoderma
Trichothecium
Ulocladium
Verticillium
Dermatofitos

Fungos

nao identificados

filamentosos

Numero (n) de animais Percentagem de
selvagens que apresentaram selvagens que apresentaram

crescimento fangico
1

6
15

© N O W -

) w
~ P &

0 N kB Wk W o, NN

N
(ee]

crescimento fangico
1,0%

5,9%
14,9%
1,0%
1,0%
12,9%
1,0%
3,0%
8,9%
2,0%
8,9%
37,6%
1,0%
20,8%
6,9%
2,0%
1,0%
7,9%
3,0%
1,0%
3,0%
1,0%
6,9%
7,9%
27,7%

animais
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Diversos fungos foram isolados em todos os animais estudados, como se pode observar
na Tabela 10. Neste estudo, apenas se efetuou a analise em raposas-vermelhas e sacarrabos,
visto que, 0 nimero dos outros animais selvagens presentes na amostra ndo foi significativo.

O fungo mais prevalente em raposas-vermelhas foi Mucor (60,8%), seguido de
Aspergillus (29,4%), principalmente A. niger (25,5%). Nesta espécie animal conseguiram-se
identificar 16 géneros diferentes de fungos. Para além destes géneros, foram ainda isolados 3
fungos dermatdéfitos: dois Trichophyton spp. e um Microsporum canis.

O fungo mais prevalente em sacarrabos foi Penicillium (47,4%), seguido de Mucor
(36,8%), tendo-se conseguido identificar 12 géneros diferentes de fungos. Para além destes,
foram ainda isolados 5 fungos dermatofitos: trés do género Trichophyton spp. e dois do género
Microsporum spp..

No que diz respeito aos dermatofitos, verificaram-se diferencas estatisticamente

significativas quanto a obtencéo de isolados (p=0,000).

Tabela 10. Prevaléncia e distribuico da micobiota isolada relativamente as espécies de animais selvagens.

Micobiota é

e 2 2 = o © s g £ )
Presenca de 1/4 5/5 1/3 4/7 1/1 3/6 212 47/51 18/19 2/3
fungos (92,2%)  (94,7%)
(p=0,002)
Absidia 0/4 0/5 0/3 0/7 0/1 0/6 0/2 1/51 0/19 0/3
(p=0,998) (2,0%)
Alternaria 0/4 0/5 1/3 0/7 0/1 0/6 0/2 3/51 2/19 0/3
(p=0,731) (5,9%) (10,5%)
Aspergillus 0/4 0/5 1/3 0/7 0/1 0/6 0/2 15/51 0/19 0/3
(p=0,022) (29,4%)
Aspergillus 0/4 0/5 1/3 0/7 0/1 0/6 0/2 1/51 0/19 0/3
flavus (p=0,998) (1,9%)
Aspergillus 0/4 0/5 1/3 0/7 0/1 0/6 0/2 1/51 0/19 0/3
fumigatus (1,9%)
(p=0,998)
Aspergillus niger ~ 0/4 0/5 1/3 0/7 0/1 0/6 0/2 13/51 0/19 0/3
(p=0,020) (25,5%)
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Apophisomyces
(p=0,947)
Aureobasidium
(p=0,898)
Cladosporium
(p=0,636)
Fusarium
(p=0,973)
Geotrichum
(p=0,067)
Mucor
(p=0,008)
Onychocola
(p=0,998)
Penicillium
(p=0,019)
Rhizomucor
(p=0,508)
Scedosporium
(p=0,992)
Scopulariopsis
(p=0,998)
Saksenea
(p=0,862)
Talaromyces
marneffei
(p=0,116)
Trichoderma
(p=0,947)
Trichothecium
(p=0,986)
Ulocladium
(p=0,998)
Verticillium
(p=0,801)
Dermatofitos
(p=0,000)
Fungos
filamentosos néo
identificados
(p=0,109)

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

0/4

1/4

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

1/5

0/5

0/5

0/5

0/5

0/5

1/5

173

1/3

173

1/3

1/3

1/3

1/3

1/3

0/3

0/3

0/3

0/3

1/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

017

017

017

017

0/7

017

or7

17

o/7

017

o/7

/7

o/7

017

017

0/7

or7

017

217

0/1

0/1

0/1

0/1

1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/1

0/6

0/6

1/6

0/6

1/6

0/6

0/6

1/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

0/6

072

0/2

172

0/2

172

0/2

0/2

172

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

0/2

172

0/51

3/51
(5,9%)
5/51
(9,8%)
2/51
(3,9%)
5/51
(9,8%)
31/51
(60,8%)
1/51
(1,9%)
5/51
(9,8%)
4/51
(7,8%)
1/51
(1,9%)
1/51
(1,9%)
5/51
(9,8%)
0/51

0/51

2/51
(5,3%)
1/51
(1,9%)
5/51
(9,8%)
3/51
(5,9%)
13/51
(25,5%)

1/19
(5,3%)
0/19

2/19
(10,5%)
0/19

0/19

7/19
(36,8%)
0/19

9/19
(47,4%)
1/19
(5,3%)
1/19
(5,3%)
0/19

2/19
(10,5%)
1/19
(5,3%)

1/19
(5,3%)
1/19
(5,3%)
0/19

2/19
(10,5%)
5/19
(26,3%)
10/19
(52,6%)

0/3

0/3

0/3

0/3

1/3

0/3

0/3

1/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3

0/3
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4.4 Talaromyces marneffei

Neste trabalho, foi possivel identificar o fungo Talaromyces marneffei, endémico do
sudeste Asiatico, em 7 das 228 amostras colhidas. Todas as amostras na sua forma filamentosa
foram convertidas a forma de levedura para confirmacdo do dimorfismo.

Quanto aos isolados em animais selvagens, na Figura 24, pode observar-se uma das
amostras em questdo, pertencente a um sacarrabos, macho, com 3 anos de idade, capturado no
concelho de Penamacor, com condicéo corporal 4 (boa condicdo corporal numa escala de 1 a
5). Outra das amostras pertencia a uma fuinha, macho, com 2 anos de idade, encontrada também
no concelho de Penamacor e com condigdo corporal 3 (condigdo corporal média numa escala
de 1 a 5). E importante referir que, apds cultura e PCR, verificou-se que esta fuinha estava
também infetada com Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis. A amostra de lebre
pertencia a uma fémea, com 2 anos de idade, capturada no concelho de Penamacor, com
condicéo corporal 4.

Este mesmo fungo foi também encontrado na cavidade nasal de humanos, exclusivamente
em individuos do sexo feminino, com 22, 54 e 58 anos. Nenhuma das participantes no estudo
apresentava alergias ou qualquer outro tipo de doenca respiratdria, no entanto, todas admitiram
ter convivio diario com animais. Também nenhuma das voluntérias se encontrava infetada pelo
virus da imunodeficiéncia humana, mas, no entanto, uma delas encontrava-se imunodeprimida
devido a lUpus eritematoso.

No que diz respeito aos animais domésticos, verificou-se o crescimento de T. marneffei
num felino, macho, com 1 ano de idade. Este animal ndo pertencia a nenhum dos individuos
infetados pelo mesmo fungo e apos inquirir os donos verificou-se que ndo apresentava nenhum

diagnostico clinico de imunodepresséo.

Figura 24. Caracteristicas macroscépicas e microscépicas de T. marneffei.
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4.5 Biologia molecular

Neste trabalho apenas algumas amostras foram submetidas a testes genéticos (PCR),

por se considerarem, além das mais patogénicas, as primeiras a serem isoladas em Portugal.

Assim, para além da detecdo microbioldgica, foi também feita a confirmacdo atraves de

carateristicas genéticas.

Na Tabela 11, estdo as amostras nas quais foi possivel isolar T. marneffei por técnicas

microbiologicas e que foram posteriormente submetidas a PCR, e o animal a partir do qual o

fungo foi isolado.

Tabela 11. Descri¢do das amostras submetidas a PCR.

Cdodigo amostra Animal
DSR 1987 Sacarrabos
DF 650 Fuinha
DLE 652 Lebre
HN21 Humano
HN43 Humano
HN72 Humano
D32 Felino

4.5.1 DNA gendémico

Fungo

. marneffei
. marneffei
. marneffei
. marneffei
. marneffei

. marneffei

- 4 4 4 4 4 -

. marneffei

Para se verificar a qualidade do DNA flngico extraido, foi feita uma analise em gel de

agarose a 1%. Os resultados obtidos encontram-se na Figura 25. Pela visualizacdo dos géis

verifica-se que o DNA gendmico esta integro, e em quantidade suficiente para a identificacdo

molecular, o que nos permite concluir que a extragcdo do mesmo foi bem-sucedida.
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Figura 25. Géis de DNA gendémico. Legenda: * - Marcador de peso molecular; 1 — DSR 1987; 2 — DF 650; 3 -
DLE 652; 4 — HN21; 5 — HN43; 6 — HN72; 7 — D32.

4.5.2 12 Reacdo Nested-PCR

Este tipo de PCR baseia-se em duas reagdes com “primers” que amplificam sequéncias
do gene 18S rRNA. A primeira amplificacdo é realizada com “primers” especificos para fungos
(RRF1 e RRH1), resultando numa banda de aproximadamente 600pb. Esta banda especifica,

pode ser observada no gel da Figura 26.

* 1 2 3 4 5 6 CPCN

Figura 26. Gel da 12 reagéo de Nested-PCR. Legenda: * - Marcador de peso molecular; 1 — DSR 1987/12; 2 —
DF 650/10; 3 — DLE 652/10; 4 — HN21; 5 — HN43; 6 — HN72; CP — Controlo Positivo; CN — Controlo Negativo.
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4.5.3 22 Reacdo Nested-PCR

Na segunda reagao, os “primers” (Pm1 e Pm2), amplificam um fragmento de 400pb no
caso de o fungo em questédo ser T. marneffei, 0 que ndo acontece caso se esteja na presenca de
outro fungo, sendo estes “primers” considerados especificos para T. marneffei.

Pela visualizacdo do gel da Figura 27 verifica-se que, todas as amostras amplificaram

na regido dos 400pb, a excecdo da amostra nimero 3.

*1 2 3 4 5 6 CPCN *

400 pb

Figura 27. Gel da 22 reacdo de Nested-PCR. Legenda: * - Marcador de peso molecular; 1 — DSR 1987/12; 2 —
DF 650/10; 3 — DLE 652/10; 4 — HN21; 5 — HN43; 6 — HN72; CP — Controlo Positivo; CN — Controlo Negativo.

Devido a aparente auséncia de banda no poco relativo a amostra 3, ambas as rea¢des da
Nested-PCR foram repetidas, podendo observar-se o gel resultante da segunda reagdo na Figura
28.

400 pb

Figura 28. Gel da repeticdo da 22 reacdo de Nested-PCR. Legenda: * - Marcador de peso molecular; 1 — DSR
1987; 2 — DF 650; 3 — DLE 652; CN — Controlo Negativo.
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5. Discussao

De acordo com a pesquisa bibliografica realizada, raros sdo os artigos abrangendo a
tematica de rastreios de fungos filamentosos em animais selvagens sendo, por isso, dificultada
a recolha de dados estatisticos que nos permitam fazer a comparacao de resultados obtidos. No
entanto, sabe-se que 0 interesse nos animais selvagens tem vindo a aumentar nos Ultimos
tempos e existem vérias razdes para tal. A principal é, sem ddvida, 0 aumento da preocupagao
da populacdo devido as doencas infeciosas que podem ser transmitidas aos seres humanos
(Kruse et al., 2004). Outra razdo, € o aumento da documentacdo relativa a estes mesmos
animais, nomeadamente, na epidemiologia das doengas de animais domésticos (Gortazar et al.,
2007). A terceira razdo reside no facto de as doencas serem uma crescente ameaca para as
populacdes animais (Daszak et al., 2000), sendo um exemplo, o fungo Batrachochytrium
dendrobatidis, pertencente ao filo Chytridiomycota, que esta associado a um decréscimo das
populacdes de anfibios (James et al., 2009).

Segundo o estudo de Molina-Lépez et al. (2012), que se baseou no rastreio de fungos
filamentosos em ouricos, concluiu-se que 0Ss generos mais prevalentes foram
Cladosporium (79,1%), Penicillium (74,7%), Alternaria (64,8%) e Rhizopus (63,7%). Quando
comparado com este trabalho, apesar de o niUmero de amostras de ourico ser limitado (n=2),
verifica-se a concordancia no isolamento dos dois géneros mais prevalentes.

Ainda no que diz respeito aos animais selvagens, existem alguns artigos que fazem a
analise da presenca de dermatofitos. Num estudo de Mantovani et al. (1982), a prevaléncia de
dermatdfitos em raposas-vermelhas foi de 17,9%, uma percentagem superior a obtida neste
trabalho (5,9%). O estudo de Mantovani analisou também outros animais comuns a este
trabalho, como ouricos e lebres, os quais deram positivo para dermatofitos. No presente trabalho
estas espécies animais ndo tiveram crescimento de dermatofitos, facto que se podera dever ao
limitado ndmero de amostras (n=2) e (n=1), respetivamente. Tanto neste trabalho como no
artigo citado foram testadas fuinhas, mas em ambos 0s casos as amostras foram negativas para
dermatofitos, provavelmente também pelo limitado nimero de amostras (n=5) e (n=3).

Neste trabalho verificou-se ainda uma elevada percentagem de isolamento de fungos
dermatofitos em sacarrabos (26,3%), no entanto, ndo existem artigos que permitam fazer a
comparagao.

Com a elaboracéo deste trabalho, verificou-se que os géneros flngicos mais prevalentes

foram Mucor, Penicillium e Aspergillus, fungos estes que se encontram em elevadas
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quantidades no ambiente extradomiciliar em Portugal (Oliveira et al., 2010). E curioso
Cladosporium aparecer como 0 quarto género mais prevalente, com crescimento em apenas
8,9% dos animais selvagens submetidos ao estudo, uma vez que, este fungo costuma ser dos
géneros mais prevalentes, se ndo mesmo o mais prevalente (de Ana et al., 2005; Fang et al.,
2005; Oliveira et al., 2010; Okten e Asan, 2012; Shams-Ghahfarokhi et al., 2014). Esta
percentagem tdo baixa podera ser justificada pela altura em que as colheitas de pelo foram
realizadas, uma vez que, varias pesquisas indicam que Cladosporium se encontra em maiores
concentracdes no ar durante o outono. Um exemplo é o trabalho de de Ana et al. (2005) que
mostra que o fungo em questdo é mais comum no outono (94%), e menos comum na primavera
(63%). Também o trabalho de Ponce-Caballero et al. (2013) mostra a mesma relacdo, havendo
crescimento deste fungo em cerca de 90% das colheitas realizadas no més de Outubro e, em
apenas 10% das colheitas levadas a cabo no més de Maio.

Em 2011, Kuiken et al., desenvolveram um trabalho bastante interessante, que se baseou
na criacdo de uma rede europeia de vigilancia de animais selvagens. Apds recolhidos os dados
em 25 paises, procederam a andlise, concluindo que Portugal era o terceiro pais com mais casos
de animais com patologias, nomeadamente bacterianas, micoldgicas e viricas por km?x10.
Estes resultados mostram a elevada importancia dos rastreios, principalmente porque inferem
que os animais selvagens sdo potenciais reservatorios de doengas infeciosas, havendo
necessidade um controlo mais apertado, no que diz respeito a saude destes animais.

Em relacdo as amostras nasais, neste trabalho os géneros mais prevalentes foram
Penicillium (49,3%), Mucor (31,5%), Cladosporium (26,0%) e Aspergillus (17,8%). Trés dos
quatro géneros sdo coincidentes com o trabalho de Buzina et al., (2003) e Sellart-Altisent et al.
(2007) que afirmam que os géneros mais prevalentes nos seus estudos foram Cladosporium,
Penicillium, Aspergillus e Alternaria. Estes fungos sao os que causam, mais frequentemente,
alergias respiratorias (Sellart-Altisent et al., 2007; Sharma et al., 2011).

Nas amostras nasais foi também isolado um fungo que se caracteriza por ser causador
da degradacéo de plantas e frutas (Camili et al., 2007; Camatti-Sartori et al., 2011), Botrytis
cinerea. Foi possivel isola-lo num individuo do sexo masculino e num do sexo feminino, ambos
com idade superior a 41 anos. Sendo este fungo considerado necrotrofico, principalmente para
a fruta, procurou-se inquirir os individuos sobre a sua proximidade com o campo, para que fosse
possivel justificar a existéncia deste fungo na cavidade nasal dos mesmos. Apos a descoberta
do historial de ambos os individuos, verificou-se que ambos trabalharam e frequentaram zonas

repletas de videiras durante grande parte da sua vida, corroborando a suspeita de que teriam um
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elevado contato com fruta afetada pelo fungo. Num estudo realizado por Buzina et al. (2003)
foi também isolado este fungo através de lavagem nasal de dois pacientes com CRS
(Rinossinusite cronica), em que um deles habitava numa regido vinicola e o outro préximo de
um campo de producéo de fruta e vinho.

Neste trabalho, a prevaléncia de crescimento fungico foi superior em individuos do sexo
feminino comparativamente com os individuos do sexo masculino, mas as diferencas ndo foram
estatisticamente significativas, sendo este facto corroborado com o trabalho de Sellart-Altisent
et al. (2007).

Quanto a idade, a prevaléncia de crescimento fangico foi superior em individuos com a
mesma igual ou superior a 41 anos (52,4%) comparativamente com o0s individuos com idades
compreendidas entre 21 e 40 anos (31,7%) e com idade igual ou inferior a 20 anos (15,9%),
mas as diferencas ndo foram estatisticamente significativas. Segundo a pesquisa realizada néo
existem artigos que abordem as diferentes prevaléncias de crescimento fungico de acordo com
as diferentes faixas etérias, ndo sendo assim possivel a comparacao de resultados.

No que diz respeito as alergias, um estudo realizado por Buzina et al. (2003) obteve
uma percentagem de crescimento fingico em individuos saudaveis de 91,3%. Outro estudo
realizado por Ponikau et al. (1999) obteve 100% de crescimento fingico para 0 mesmo grupo
de individuos. Existe ainda um estudo de Sellart-Altisent et al. (2007) que, para 0 mesmo tipo
de individuos, reporta um crescimento fungico de 64,4%. Neste trabalho, a percentagem relativa
aos individuos saudaveis foi de 88,2%, encontrando-se dentro da gama dos valores obtidos
pelos outros autores.

Relativamente aos sujeitos alérgicos, a percentagem de crescimento fungico foi de
81,8%. No estudo de Sellart-Altisent et al. (2007) a percentagem de crescimento fungico foi de
41,7%. Tal como no estudo anteriormente citado, no presente trabalho, os individuos com
alergias também apresentaram uma percentagem de prevaléncia fangica inferior a dos
individuos saudaveis. Esta situacdo pode justificar-se pela rinorreia persistente neste tipo de
individuos, o que fard com que, através da mesma, haja eliminacdo dos elementos fungicos
(Sellart-Altisent et al., 2007).

No estudo anteriormente mencionado verificaram-se as seguintes frequéncias fungicas:
Cladosporium (26,3% em saudaveis; 29,4% em alérgicos), Penicillium (25,3%; 20,6%),
Aspergillus (12,1%; 11,7%) e Alternaria (7,6%; 11,7%). Neste trabalho as frequéncias foram:
Cladosporium (27,5% em saudaveis; 22,7% em alérgicos), Penicillium (58,8%; 27,3%),

Aspergillus (19,6%; 13,6%) e Alternaria (2,0%; 4,5%). Comparando ambas as frequéncias,
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verificam-se bastantes semelhancas, principalmente no facto de a frequéncia fungica dos
individuos alérgicos ser sempre inferior a dos saudaveis, com exce¢do do género Cladosporium
no trabalho de Sellart-Altisent et al. (2007). Apenas o género Alternaria, em ambos 0s
trabalhos, apresenta uma frequéncia fangica superior para os individuos alérgicos em relacao
aos individuos saudaveis. O primeiro acontecimento pode ser explicado pelo facto de o fungo
Cladosporium ser considerado um fungo alergénico (Garrett et al., 1998; Jacob et al., 2002;
Simon-Nobbe et al., 2008). Segundo os estudos anteriores, verificou-se um maior risco de
sensibilizacdo a alergéenios quando os niveis de esporos de Cladosporium eram elevados dentro
das habitacdes.

Em relacdo ao género Alternaria, € normal verificar-se uma percentagem de
crescimento do mesmo superior em individuos alérgicos, uma vez que, é um potente agente
alérgico. Em contraste com o pélen, os esporos deste fungo podem causar ndo so alergia do tipo
I, mas também um grande numero de outras doengas, incluindo sinusites alérgicas, pneumonite
de hipersensibilidade, rinite alérgica e asma (Havaux et al., 2004; Simon-Nobbe et al., 2008).
A exposicdo prolongada a estes mesmos esporos pode desencadear asma severa e representa
um fator de risco para a faléncia respiratéria (Havaux et al., 2004).

Neste trabalho verificou-se também uma elevada percentagem de crescimento da
levedura Rhodotorula em individuos saudaveis (13,7%), sendo mesmo o0 quinto género mais
prevalente. Segundo a pesquisa bibliogréafica efetuada, os estudos de Sellart-Altisent et al.,
(2007) e de Eidi et al., (2016) mostram uma percentagem de crescimento bastante inferior, de
apenas 3,8% e 3,6%, respetivamente. Sellart-Altisent et al. (2007) e Cui et al. (2013), efetuaram
estudos com individuos alérgicos, obtendo uma percentagem de crescimento de Rhodotorula
de 2,9%. No presente trabalho, a percentagem de Rhodotorula obtida para 0 mesmo grupo de
individuos foi de 4,5%.

Existe também outro facto curioso que € a percentagem de Mucor isolado neste trabalho
(27,5% em saudaveis; 40,1% em alérgicos). ApoOs extensa pesquisa bibliogréafica, ndo se
verificou nenhum isolamento deste género fungico na cavidade nasal de individuos, quer
saudaveis, quer alérgicos, em artigos publicados. No entanto, o facto de estas percentagens
serem tdo elevadas é preocupante, visto que, Mucor pode causar mucormicose, uma infecdo
rara para individuos saudaveis, mas, no entanto, com taxas de mortalidade bastante elevadas
para individuos imunodeprimidos, apesar dos avangos realizados no seu diagnéstico e
tratamento (Kameswaran e Raghunandhan, 2009). Esta doenca é assim classificada como uma

infec@o oportunista, que afeta preferencialmente pacientes com diabetes mellitus, neutropenia,
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cancro, que o isolamento de Mucor foi estatisticamente superior em individuos que conviviam
diariamente com animais de companhia. Segundo a pesquisa bibliografica realizada néo
existem artigos que abordem este tema e, portanto, fica assim impossibilitada a comparacéo dos
resultados obtidos. No entanto, pela analise dos resultados obtidos, verifica-se que Mucor € o
terceiro género mais prevalente no pelo de ambos 0s animais de companhia submetidos a este
estudo, podendo assim haver uma possivel relacdo entre os valores obtidos para as amostras
nasais de humanos e as amostras de pelo dos animais domésticos.

Quanto aos animais domeésticos, observou-se crescimento fungico em 96,3% dos
animais, sendo este muito semelhante em cédes e em gatos. O estudo da autoria de Nichita e
Marcu (2010) também em animais domésticos, documenta um crescimento fungico na ordem
dos 85,14%.

Os géneros fungicos mais prevalentes em cdes foram Cladosporium, Penicillium,
Mucor, Aspergillus e Rhodotorula. Segundo a pesquisa bibliogréafica realizada verificam-se
bastantes semelhancas com este trabalho no que diz respeito aos géneros fungicos mais
prevalentes no pelo de canideos. A partir dos trabalhos de Cabaries et al. (1996), Stojanov et al.
(2007), Nichita e Marcu (2010) verifica-se que 0s géneros mais prevalentes sdo Penicillium,
Alternaria, Cladosporium, Aspergillus e Mucor. Segundo Gambale et al. (1987), Cabaries et al.
(1996) e Lunardi et al. (2006) as leveduras do género Rhodotorula, também sdo integrantes da
micobiota normal da pele de canideos, havendo também alguns estudos que apontam esta
levedura como um agente etioldgico emergente em quadros de infecdo humana, principalmente
em individuos imunocomprometidos (Samonis et al., 2001; Lunardi et al., 2006; Holanda et
al., 2007; Thakur et al., 2007; Wirth e Goldani, 2012; Tlamcani e Er-rami, 2013).

O género fungico mais prevalente em gatos foi Cladosporium, seguido de Penicillium,
Mucor e Aspergillus. Segundo varios estudos realizados por Moriello e DeBoer (1991),
Gambale et al. (1993), Cabaries (2000), Paixdo et al. (2001) e Scott et al. (2001) verificam-se
bastantes semelhancas, sendo os géneros mais comuns em pelos de felinos Penicillium,
Aspergillus, Alternaria, Cladosporium, Mucor e Rhodotorula.

Neste estudo isolaram-se 5 dermatdéfitos, sendo a prevaléncia de isolamento de 9,3%:
7,1% em cées e 11,5% em gatos. Nos estudos de Cabaries et al. (1996), Stojanov et al. (2007)
e Nichita e Marcu (2010) foram documentadas prevaléncias de dermatéfitos de 8,1%, 11,9% e
33,66%, respetivamente. Em varios artigos observa-se que a prevaléncia de dermatofitos em
gatos é superior a dos cdes e, normalmente, apresenta uma percentagem superior a 20% (Nichita

e Marcu, 2010). Dos animais amostrados, 5 apresentavam lesdes do foro dermatolégico, dos
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quais 3 eram cdes e 2 eram gatos. No entanto, nenhum dos animais dos quais foram isolados
dermatdfitos apresentava lesdes visiveis, sendo assim considerados portadores assintomaticos.
Segundo o estudo de Cafarchia et al. (2006) até 50% dos seres humanos expostos a felinos sem
lesGes cutaneas, podem ser portadores de infeces e desenvolver lesbes tegumentares. Estas
situacBes em que estamos perante um animal infetado mas sem sinais clinicos, sdo as que
representam maior risco de contagio uma vez que ndo ha qualquer tipo de prevencdo, podendo
eventualmente ser desenvolvidas microepidemias familiares. Contudo, mesmo que 0s humanos
tenham contacto direto com o animal infetado, ndo implica necessariamente que este venha a
desenvolver a doenca (Cafarchia et al., 2006; Natale et al., 2007).

Todos os dermatofitos isolados eram do género Microsporum: dois Microsporum
nanum, um Microsporum gypseum e dois Microsporum spp.. No entanto, de acordo com a
pesquisa bibliografica realizada, observa-se que M. canis é o dermatofito mais frequentemente
isolado em animais domeésticos, sendo responsavel por 95% das dermatofitoses em gatos e 65%
das infecGes em cédes (Moriello e Deboer, 1991; Cabaries et al., 1997; Paixdo et al., 2001;
Brilhante et al., 2003; Bernardo et al., 2005; Natale et al., 2007; Coelho et al., 2008; Nichita e
Marcu, 2010). Assim, de acordo com as elevadas prevaléncias documentadas nos artigos
cientificos referentes a esta espécie de Microsporum, verifica-se a elevada possibilidade de os
2 dermatofitos cuja espécie ndo foi possivel identificar, sejam M. canis. Ja M. nanum, segundo
Chermette (2008), Nweze (2011) e Mattei et al. (2014), é maioritariamente isolado em porcos.
Todavia, neste trabalho, este fungo foi isolado num canideo e num felideo. Coelho et al. (2008)
e llhan et al. (2016) também isolaram este mesmo dermatéfito num felino.

Neste trabalho, M. gypseum foi isolado num felino, apesar de, segundo a literatura, este
dermatdfito ser mais comummente isolado em coelhos e, por vezes, em cavalos. No entanto,
Mancianti et al. (2003), Coelho et al. (2008), Beraldo et al. (2011) e Roshanzamir et al. (2016)
também isolaram o mesmo dermatofito em felideos e canideos.

Alguns trabalhos, como por exemplo, os de Marchisio et al. (1995), Mancianti et al.
(2003), Cafarchia et al. (2006), Chermette (2008) e Greene (2012) constataram que a
dermatofitose é mais encontrada em felinos jovens, provavelmente, por ndo estar a imunidade
completamente desenvolvida. No presente trabalho, dois dos dermatofitos foram isolados em
animais jovens (1 ano de idade), um num canideo adulto (2 anos de idade) e os restantes dois
em animais idosos (12 anos de idade). De acordo com a pesquisa bibliogréfica realizada néo se
encontraram artigos que demonstrem uma prevaléncia de dermatéfitos semelhante a deste

trabalho, tanto no que diz respeito aos animais jovens, como aos animais idosos. No entanto, o
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facto de se obter uma prevaléncia de 40% para os animais idosos, pode explicar-se pela
debilidade do sistema imunitério devido a idade avancada, que os torna mais suscetiveis a
doencas. A literatura regista também algumas evidéncias de predisposi¢do relacionada ao
género dos animais. Sparkes et al. (1993), Marchisio et al. (1995), Cabafies et al. (2000) e
Chermette (2008) afirmam que é maior a probabilidade de isolamento de dermatéfitos em
machos em relagéo a fémeas, embora as diferencas ndo sejam estatisticamente significativas.
No presente trabalho quatro dos cinco dermatofitos foram isolados de machos, corroborando
assim os estudos anteriores.

Num ambito da investigacdo, isolaram-se os fungos das amostras dos proprietarios
(zaragatoas nasais) e dos respetivos animais de companhia, de forma a verificar se haveria
concordancia dos mesmos em alguns géneros fungicos. O valor entre paréntesis significa o
nimero de vezes em que 0s generos fangicos se isolaram em simultaneo: Penicillium (18),
Mucor (12), Cladosporium (9), Aspergillus (5), Alternaria (1). Tendo em conta que existiam
56 individuos com animais de companhia, verificamos que o0s géneros fungicos isolados tanto
na cavidade nasal de humanos como no pelo dos respetivos animais domésticos foi bastante
coincidente. No entanto, ndo podemos desvalorizar o facto de estes serem 0s géneros flngicos
mais comuns nos ambientes intra e extradomiciliares (Oliveira et al., 2010; Yassin e
Almougatea, 2010; Khan e Karuppayil, 2012; Pavan e Manjunath, 2014; Shams-Ghahfarokhi
etal., 2014), ndo podendo assim fazer a associagéo direta de que os fungos presentes na mucosa
nasal advém do convivio com animais.

No que diz respeito aos animais selvagens a partir dos quais foi isolado o fungo T.
marneffei, verificou-se que, apesar de serem de diferentes espécies, todos se localizavam na
faixa etéria de 2-3 anos de idade. Analisando agora a area onde foram encontrados, verifica-se
gue todos os animais que possuiam o fungo em questdo, foram capturados no concelho de
Penamacor. Existe ainda outra particularidade, a condicéo corporal, que em todos 0s animais
foi classificada de 4, com exce¢do de uma fuinha que possuia condi¢do corporal 3. Este
acontecimento pode dever-se ao facto de esta estar também infetada com Mycobacterium avium
subspecies paratuberculosis (Map). A presenca de Map nos tecidos foi confirmada por PCR,
pelas entidades que facultaram as amostras para este estudo. Segundo a pesquisa bibliografica
nunca foi documentada a presenca de T. marneffei em animais selvagens, sendo estes 0s
primeiros casos em sacarrabos, fuinhas e lebres. Em humanos estd documentada a infe¢éo por
Complexo Mycobacterium avium e o isolamento simultaneo de T. marneffei. No entanto, de

acordo com a pesquisa efetuada este é também o primeiro caso desta associagdo em animais.
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Foi também encontrado este mesmo fungo na cavidade nasal de humanos,
exclusivamente em individuos do sexo feminino, com 22, 54 e 58 anos. Nenhuma das
voluntarias apresentava alergias ou qualquer outro tipo de doenca respiratoria, no entanto, todas
elas admitiram ter convivio diario com animais. E de referir que ap6s a analise do pelo,
verificou-se que nenhum dos animais de companhia destes individuos estava infetado.
Nenhuma das mulheres infetadas com o fungo patogénico se encontrava infetada pelo VIH, no
entanto, uma das voluntarias encontrava-se imunodeprimida devido a IUpus. Existem estudos
que indicam que um individuo imunodeprimido com IUpus eritematoso poderd ser mais
suscetivel a T. marneffei (Jayanetra et al., 1984; Lo et al., 1995; Lam et al., 1997; Xi et al.,
2004; Luo et al., 2010; Chong et al., 2012). Pelos resultados obtidos com estes estudos verifica-
se que existe variabilidade no que diz respeito a idade dos pacientes (23, 25, 32, 32, 38, 40, 46,
66), em relacdo ao periodo de tempo decorrido desde que contrairam a doenca (3 meses, 4
meses, 1 ano, 3 anos, 10 anos, 23 anos, 24 anos e um dos pacientes encontrava-se desprovido
desta informacdo clinica) e a percentagem de pacientes com leucopenia (50% positivos, 25%
negativos e 25% nao dispunham desta informacao). Uma das semelhancas entre os pacientes
era o facto de serem residentes do sudoeste asiatico, 0 que pode ser considerado normal, uma
vez que, T. marneffei é endémico desta regifo. E também de referir o facto de 75% dos pacientes
documentados ser do sexo feminino e 50% dos pacientes terem falecido devido a esta infegdo.

Segundo a pesquisa efetuada, existem varios casos reportados de pacientes com VIH
gue viajaram para o sudoeste asiatico e s6 posteriormente foram diagnosticados com infecao
por T. marneffei na Europa, nos Estados Unidos da América, no Japdo e na Australia (Rimek
etal., 1999; Volberding et al., 2012; Igbinosa et al., 2015). Os casos documentados no presente
trabalho, séo os primeiros casos de isolamento de T. marneffei na cavidade nasal de humanos
gue ndo se encontram infetados pelo virus da imunodeficiéncia humana e que nunca visitaram
0 sudoeste Asiatico. O facto de se ter isolado um fungo endémico do continente Asiatico em
Portugal, pode dever-se a globalizacdo. A intensificacdo do comércio internacional e viagens
quebraram muitas barreiras naturais causando uma redistribuicdo sem precedentes de muitos
organismos (Tibayrenc, 2011). Concomitantemente, ha evidéncias crescentes de que estas
alteracdes globais desempenham um papel crucial no que concerne ao aparecimento de doengas
infecciosas em seres humanos (Tatem et al., 2006), animais selvagens (Daszak et al., 2000) e
animais domésticos (Cleaveland et al., 2001).

Pela pesquisa realizada, sabe-se que, existe uma forte possibilidade de os humanos

serem infetados através da inalacdo dos esporos do agente infecioso e muito raramente por
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contacto direto com o animal (Wu et al., 2008; Nor-Hayati et al., 2012). Assim, talvez fosse
interessante efetuar uma colheita de sangue das voluntarias nas quais foi possivel isolar T.
marneffei na cavidade nasal, e de seguida realizar uma hemocultura, uma vez que, apesar de
ainda ndo se conhecer bem o mecanismo de infecdo deste fungo, verifica-se uma forte
possibilidade de o mecanismo de entrada para o organismo se dar pela inalacdo dos esporos,
seguindo-se da sua disseminacdo pela corrente sanguinea. O tempo de incubag&o da infecdo por
T. marneffei ainda ndo foi bem definido, no entanto, esta documentado um caso de um paciente,
habitante de uma area ndo endémica, que mostrou estar infetado por este fungo 11 anos apos
visitar Hong Kong. Este caso sugere-nos a possibilidade de um longo tempo de laténcia com
consequente reativagdo (Wong e Wong, 2011), mostrando-nos assim a importancia que teria a
realizacdo de hemocultura, uma vez que, os sintomas podem demorar varios anos a manifestar-
se, havendo assim um diagndstico tardio.

No que diz respeito aos animais domeésticos, verificou-se o crescimento de T. marneffei
num felino, macho, com 1 ano de idade. Apds alguma pesquisa, verifica-se que este é o primeiro
caso de isolamento deste fungo patogénico num felino. O Unico animal onde ja tinha sido
documentado o isolamento e que tem contacto com humanos, foi em cées vadios na Tailandia
(Chaiwun et al., 2011). Outra caracteristica importante é o facto de o animal de onde foi isolado
T. marneffei neste trabalho ndo estar infetado com o virus da imunodeficiéncia felina nem
sequer apresentar nenhum diagndstico clinico de imunodepressdo. Apesar de ndo existir
bibliografia que remeta para este topico e que nos permita comparar resultados, é importante
referir que este isolamento tem que ser levado em consideracdo, uma vez que, este fungo é
considerado um oportunista e que, portanto, deveria apenas infetar individuos e animais
imunodeprimidos. No entanto, nos Gltimos anos, tém sido reportados alguns casos de infecdes
por T. marneffei em humanos saudaveis. Com este trabalho, verifica-se que este fungo podera
estar a comecar a infetar ou colonizar também animais de companhia saudaveis.

Quanto a biologia molecular, foi realizado uma anélise para se verificar a qualidade e
quantidade do DNA ap0s o procedimento de extracdo, e foi possivel observar-se bandas bem
definidas (confirmando a integridade) e com DNA suficiente para prosseguir para o PCR
especifico. Assim, posteriormente foi realizada a primeira reacdo da Nested-PCR, com
“primers” (RRF1 ¢ RRH1) especificos para fungos, resultando no aparecimento de uma banda
de aproximadamente 600pb. No presente trabalho, ndo foi possivel obter esta banda para todas
as amostras, todavia seria expectavel obté-las uma vez que todas as amostras analisadas eram

de fungos (T. marneffei). No entanto, de acordo com a pesquisa efetuada, existem alguns autores
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que reportam o mesmo problema na amplificacdo de bandas a 600pb nesta primeira reagao, o
que pode significar menos quantidade de DNA que ndo permite a visualizacdo no gel de
agarose.

Apesar da falha de bandas na primeira reagdo, a segunda reacao, utilizando os “primers”
(Pm1 e Pm2), especificos para T. marneffei foi bem-sucedida, amplificando fragmentos de
400pb em 7 das 7 amostras testadas. O facto de haver amplificacdo apenas na segunda reacao
da Nested-PCR podera estar relacionado com baixas concentrac6es de DNA, uma vez que, apés
ser sujeito a segunda reacdo de PCR, da-se uma re-amplificacdo do DNA, obtendo-se assim
uma maior quantidade do mesmo e consequentemente torna-se possivel a observacao da banda
especifica a 400pb.

Para garantir e comprovar a especificidade e sensibilidade da técnica, foram utilizadas
espécies de Aspergillus e Penicillium em alguns testes, para verificar se haveria amplificacdo
de fragmentos, quer na zona dos 600pb quer na zona dos 400pb. Como seria de esperar, apenas
se observou amplificacdo na primeira reacdo da Nested-PCR, isto é, quando se utilizam
“primers” especificos para fungos. Quanto a segunda reagdo, a banda especifica apenas foi
visivel nos pogos em que foi depositado material genético de T. marneffei. Apds a analise dos
resultados obtidos, verifica-se que esta técnica podera ser aplicada para a confirmacdo do
diagndstico da infecdo causada por este fungo, uma vez que, é possivel obter resultados com
elevada especificidade e sensibilidade num curto periodo de tempo.
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6. Conclusao

Com este trabalho obtiveram-se percentagens de crescimento fldngico bastante
satisfatorias, na ordem dos 83,2%, 86,3% e 96,3% nas amostras de animais selvagens, amostras
nasais e amostras de animais domésticos, respetivamente. De acordo com estes valores e
sabendo que apenas uma pequena percentagem de fungos ndo foi possivel identificar, pode
concluir-se que os meios de cultura utilizados foram adequados bem como todas as técnicas de
identificacdo macroscépica e microscopica.

No rastreio realizado aos animais selvagens foi possivel identificar 22 géneros fungicos
enquanto que no rastreio efetuado aos animais domesticos foram identificados 11 géneros
fangicos, mostrando-nos assim a diversidade da micobiota existente no pelo dos mesmos.
Dentro destes géneros isolados, estdo incluidos fungos dermatofitos, agentes causadores da
dermatofitose. Estes tém a capacidade de degradar a queratina, que pode ser encontrada no pelo
dos animais, obtendo assim nutrientes. Neste trabalho, todos os animais de companhia de onde
foram isolados dermato6fitos eram assintomaticos. Através dos resultados obtidos verifica-se a
importancia da realizacdo de rastreios, tanto em animais selvagens como em animais
domesticos. Este tipo de rastreios permite ndo so dar a conhecer a micobiota presente no pelo
dos animais bem como minimizar os riscos de infecdo provenientes dos fungos que se
encontram no pélo dos mesmos e alertar a populagao para 0s riscos associados ao contato com
animais infetados.

Também nos humanos foi obtida bastante diversidade, tendo-se isolado 14 géneros
fangicos. Neste trabalho, tal como nos artigos cientificos publicados, a percentagem de
crescimento fungico obtida para individuos saudaveis foi superior a dos sujeitos alérgicos. Este
acontecimento podera dever-se a rinorreia persistente neste tipo de individuos, o que fara com
que, através da mesma, haja eliminacdo dos elementos fangicos. Este rastreio permitiu o
conhecimento da micobiota existente na mucosa nasal de humanos, um tépico que até ao
momento n&o foi muito desenvolvido.

Talaromyces marneffei foi identificado por técnicas microbiol6gicas em 7 das 228
amostras submetidas a este estudo: em trés animais selvagens, trés amostras nasais de humanos
e num animal doméstico. Posteriormente todos estes isolados foram confirmados por PCR, uma
técnica de biologia molecular com elevada especificidade e sensibilidade. Assim conclui-se que
futuramente esta técnica podera ser aplicada para a confirmacdo do diagnostico da infecdo

causada por este fungo, uma vez que é possivel obter resultados num curto periodo de tempo.

61



Como perspetivas futuras serd ainda necessario realizar varios estudos sobre o fungo
patogénico Talaromyces marneffei, nomeadamente, clarificar o seu mecanismo de infecdo e
efetuar mais testes para descobrir potenciais reservatorios. De acordo com a informacao
disponivel até ao momento, sabe-se que o mecanismo de entrada deste fungo € através da
inalacdo de esporos, disseminando-se depois através da corrente sanguinea. Sabendo que foi
isolado em trés amostras nasais e tendo em conta o seu mecanismo de infecéo, seria interessante
realizar uma colheita sanguinea das trés voluntarias em questao, de forma a saber se este mesmo
fungo ja se encontraria na corrente sanguinea. Por outro lado, este fungo foi encontrado num
felino sem qualquer tipo de imunodepressdao o0 que pode sugerir que 0s gatos podem ser
potenciais reservatorios. Como tal, deveria ser aumentada a amostragem para se obterem
valores mais significativos e a confirmacdo de que estes podem desempenhar o papel de
reservatorio.

Este estudo possui limitagBes no que diz respeito ao nimero de amostras relativas a
espécie de cada animal selvagem. Este é um fator muito dificil de controlar devido a logistica
associada a colheita de amostras e ainda tendo em conta que o0s animais sujeitos ao estudo foram
capturados ja mortos, nao estando assim a selecdo das espécies animais dependente da nossa

equipa de investigag&o.
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AnNexos

Anexo 1 — Parecer da Comissdo de Etica

UNIVERSIDADE DE TRAS-OS-MONTES E ALTO DOURO "‘tf_‘l ‘
Comissao de Etica da UTAD i

Parecer da Comissao

de Etica N: 3/2016

Data: 22.01.2016

Assunto: Doc32/CE/2015
Projeto de investigagdo "Rastreio de fungos patogénicos e
oportunistas em animais domésticos, selvagens e em
humanos: implicagSes na satide piblica"

Requerente:

Patricia Alves/Coord: Ana Cldudia Coelho

Considerando:

- as vantagens previstas para a satide humana:

- que estdo asseguradas as condi¢des de bem-estar humano e animal;

- que estdo cumpridas as condigdes de confidencialidade e consentimento informado

dos participantes;

a CE nada tem a opor ao desenvolvimento do projeto.

Pela Comissdo de Etica

A Presidente da Comissido

bt

Maria da Conceié?o Azevedo
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Anexo 2 — Consentimento Informado

Consentimento informado, livre e esclarecido para

Colheita de zaragatoas nasais para o estudo de Mestrado em Biologia Clinica Laboratorial - UTAD
“Rastreio de fungos patogénicos e oportunistas em animais domésticos, selvagens e em humanos:

implicacOes na salde publica” por Patricia Daniela Matos Alves.

Confirmo que expliquei ao individuo amostrado, de forma adequada e inteligivel, os procedimentos
necessarios ao ACTO acima referido. As colheitas destinam-se exclusivamente a ser utilizadas para o
Mestrado e publicacdes académicas associadas a este Mestrado, ficando a guarda e responsabilidade
da docente Ana Claudia Correia Coelho, Departamento de Ciéncias Veterinarias, Universidade de Tras-
os-Montes e Alto Douro.

As amostras colhidas serdo utilizadas para comparacao de isolados fungicos entre humanos e animais,
estudo da prevaléncia de fungos e identificacdo dos principais fatores de risco associados ao
isolamento dos fungos.

Em qualquer caso, é garantido que ndo serdo apresentados quaisquer dados demogréficos que
identifiquem o individuo amostrado, confidencialidade das respostas. E igualmente garantido que a
presente autorizacdo pode ser retirada, em qualquer altura, sem que isso cause qualquer prejuizo para
a pessoa amostrada, garantindo a participagdo voluntaria.

Responsavel pela proposta:

Nome:

Assinatura: Data__ /[

Por favor, leia com aten¢do todo o conteldo deste documento. N3o hesite em solicitar mais
informacgdes se ndo estiver completamente esclarecido/esclarecida. Verifique se todas as informagdes

estdo correctas. Se tudo estiver conforme, entdo assine este documento.

“Declaro que concordo com o que foi proposto e explicado pela docente ou mestranda que assina este
documento, tendo podido fazer todas as perguntas sobre o assunto. Autorizo a realizagdo do acto
indicado nas condigcées em que me foram explicadas.”

(Local), / / (Data)

Assinatura: Cdéd. Amostra:

Feito em duas vias: original para o processo clinico, duplicado para a pessoa que consente.
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Anexo 3 — Inqueérito epidemioldgico para amostras de humanos

Inquérito Epidemiolégico - Rastreio de fungos em humanos
Cddigo Amostra:

Data da colheita:

Data de inoculacdo:

Identificagdo:
Sexo: M () F(]
Idade: <20 (] 21-30() 31-40(] 41-50() 51-60(]) =261 )

Profissdo:

Fatores de risco associados:
Convivio diario com animais? ~ Sim(_) Nao( ]

Alergias? Sim(_] Ndo(_] Outras doengas respiratérias:
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Anexo 4 — Inquérito Epidemioldgico para amostras de animais domesticos

Inquérito Epidemioldgico - Rastreio de fungos em animais
Cddigo Amostra:

Data da colheita: Data de inoculagdo:

Identificagdo do Animal
Espécie: Raca:

Cor: Idade: Sexo: M(_]) F( )

1. Animal comlesdes?  Sim(_] Nio( )

Se sim,

Localiza¢ao das lesoes:

Cabega: (] Orelhas: () Dorso: ]
Focinho: (] Zona Pélvica: ()
Nuca: (] Abdémen: ()

Cauda: (]

Posteriores: ()

Membros: C]{ Anteriores: C]

Tipo:
Circular:(_] Alopécia: (] Solitaria:(_] Generalizada: (_] Eritema: (_] Descamacdo: (]

2. Algum proprietario apresenta lesdes compativeis com dermatofitose? Sim(_] Nao[ ]

Se sim,

Atualmente: (] > 2anos: () < 2anos: ()

Localizagao das lesdes:
Virilhas: () Pescoco:(_] M3zos: (] Unhas: (] Pés:( ) Cabega: (]
Pernas: (] Barriga:(_]  Bracos: ()

Tipo:
Circular: () Alopécia:(_] Solitaria:(_] Generalizada:( ] Eritema: () Descamagdo:( )
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Anexo 5 - Resumo de Comunicacédo em painel apresentado nas V111 Jornadas de Genética
e Biotecnologia

PRIMEIRO CASO DE DETECAO DE PENICILLIUM MARNEFFEI, UM
AGENTE PATOGENICO EMERGENTE, EM SACARRABOS
(HERPESTES ICHNEUMON)

Alves Daniela®”, Matos Ana Cristina?, Saraiva Sofia®, Soares Ana Sofia®, Jodo Sérgio®,
Figueira Luis?, Matos Manuela®#, Coelho Ana Claudia®.

!Departamento de Quimica, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal

2Escola Superior Agraria, Instituto Politécnico de Castelo Branco, Portugal

3Departamento de Genética e Biotecnologia, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal

4Universidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, BiolSI — Biosystems & Integrative Sciences Institute, Lishboa, Portugal
SDepartamento de Ciéncias Veterinarias, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal
*(danielamalves3@gmail.com)

Palavras-chave: Penicillium marneffei; Sacarrabos; Agente patogénico emergente

Penicillium marneffei € a Unica espécie do género Penicillium capaz de provocar doengas
quer em seres humanos saudaveis quer em seres humanos imunodeprimidos (Anaissie et al.,
2009). E um fungo dimorfico intracelular facultativo que provoca infegbes disseminadas e
progressivas especialmente pacientes infetados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(Chaiwun et al., 2011; Seok et al., 2015). Os casos reportados ocorreram exclusivamente na
Asia, nomeadamente na Tailandia, China, Vietnam, Taiwan, Singapura e india (Xiang et al.,
2015). No entanto, devido & migracéo intensa, casos de infe¢do devido a P. marneffei fora desta
area geografica tém sido identificados em pessoas gque viajaram para essas regides (Anaissie et
al., 2009). De acordo com a pesquisa bibliogréfica realizada, nunca foi reportado nenhum caso
de infecdo por P. marneffei em humanos na Peninsula Ibérica. O mesmo se verificou no que diz
respeito aos animais.

O objetivo deste trabalho foi confirmar a presenca de P. marneffei num sacarrabos
encontrado morto no distrito de Castelo Branco. As amostras de pélos foram analisadas
recorrendo aos métodos micoldgicos de rotina e por técnicas de biologia molecular, isto é,
inoculacdo em Potato Dextrose Agar, e posterior analise macroscopica e microscopica. Apds o
isolamento do fungo em pélo que se suspeitava ser P. marneffei, foi feita a extracdo de DNA
para se proceder a analise por Nested PCR. Este tipo de PCR baseia-se em duas rea¢ées com
“primers” que amplificam sequéncias do gene 18S rRNA. A primeira amplificacdo ¢ especifica
para fungos, resultando no aparecimento de uma banda de aproximadamente 600pb. J& na
segunda reagdo, os “primers”, amplificam um fragmento de 400pb no caso de ser P. marneffei,
0 que ndo acontece caso se esteja na presenga de outro fungo, sendo estes “primers”
considerados especificos para P. marneffei.

De acordo com os resultados obtidos com a PCR, verificou-se a primeira detecéo de P.
marneffei, um importante agente patogénico emergente, em sacarrabos.
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Anexo 6 — Resumo de Comunicacédo em painel apresentado nas V111 Jornadas de Genética
e Biotecnologia

BIODIVERSIDADE FUNGICA EM PELO DE
RAPOSAS-VERMELHAS (VULPES VULPEYS)

Alves Danielal”, Saraiva Sofia?, Soares Ana Sofia?, Alves Sandral, Matos Manuela®3, Matos
Ana Cristina®, Coelho Ana Claudia®.

!Departamento de Quimica, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal

Departamento de Genética e Biotecnologia, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal

SUniversidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, BiolSI — Biosystems & Integrative Sciences Institute, Lisboa, Portugal
4Escola Superior Agréria, Instituto Politécnico de Castelo Branco, Portugal

SDepartamento de Ciéncias Veterinarias, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Portugal
*(danielamalves3@gmail.com)

Palavras-chave: Biodiversidade; Fungos; Raposas; Prevaléncia

O Reino Fungi esta repleto de organismos de elevada variedade e complexidade que
podem ser encontrados em qualquer local da natureza, nomeadamente no solo, gua, plantas,
animais e no Homem, desde que neles encontrem as condi¢cbes necessarias ao Seu
desenvolvimento (Misra et al., 2015). Atualmente, a prevaléncia de fungos em animais
selvagens ainda ndo se encontra muito estudada. Sabendo que, em geral, os animais sdo
considerados potenciais reservatorios fungicos (Madigan et al., 2014) é importante a realizagéo
deste tipo de rastreios.

O objetivo deste trabalho foi efetuar a identificacdo dos diferentes géneros fingicos
provenientes do pelo de raposas encontradas mortas no distrito de Castelo Branco. Para tal,
colheram-se amostras de pélo de 51 animais encontrados mortos durante a época venatoria entre
2013 e 2015.

As amostras de pélos foram analisadas recorrendo aos métodos micoldgicos de rotina,
isto &, inoculacdo em Potato Dextrose Agar, e posterior analise macroscopica e microscopica.
Foi calculada a prevaléncia e os respectivos intervalos de confianga (IC) 95%. A prevaléncia
de fungos em raposas foi de 90,0% (IC 95%: 81.8%-98.2%). Foram identificados diferentes
géneros e espécies de fungos filamentosos sobre o total de amostras estudadas. As prevaléncias
foram: Absidia spp. (1,1%; IC 95%: 0,0%-4,0%); Alternaria spp. (3,3%; IC 95%: 0,0%-8,3%);
Aspergillus flavus (1,1%; IC 95%: 0,0%-4,0%); Aspergillus fumigatus (1,1%; IC 95%: 0,0%-
4,0%); Aspergillus niger (14,4%; IC 95%: 4,8%-24,1%); Aureobasidium spp. (3,3%; IC 95%:
0,0%-8,3%); Cladophialophora spp. (1,1%; IC 95%: 0,0%-4,0%); Cladosporium spp. (4,4%;
IC 95%: 0,0%-10,1%); Fusarium spp. (2,2%; IC 95%: 0,0%-6,3%); Geotrichum spp. (5,5%;
IC 95%: 0,0%-11,8%); Mucor spp. (34,4%; IC 95%: 21,4%-47,5%), Onychocola spp. (1,1%;
IC 95%: 0,0%-4,0%); Penicillium spp. (5,5%; IC 95%: 0,0%-11,8%); Rhizomucor spp. (4,4%;
IC 95%: 0,0%-10,1%); Scedosporium spp. (1,1%; IC 95%: 0,0%-4,0%); Scopulariopsis spp.
(1,1%; IC 95%: 0,0%-4,0%); Saksenea vasiformis (4,4%; IC 95%: 0,0%-10,1%);
Trichothecium spp. (2,2%; IC 95%: 0,0%-6,3%); Ulocladium spp. (1,11%; IC 95%: 0,0%-
4,0%); Verticillium spp. (5,5%; I1C 95%: 0,0%-11,8%).

Neste estudo o pélo de raposas mostrou elevada biodiversidade fangica, apresentando
também prevaléncias dos géneros e espécies muito variaveis.

80



Anexo 7 — Resumo de Comunicacédo em painel apresentado nas V111 Jornadas de Genética
e Biotecnologia

ISOLAMENTO DE DERMATOFITOS ZOOFILICOS EM RAPOSAS
VERMELHAS (VULPES VULPES) E EM SACARRABOS (HERPESTES
ICHNEUMON)

Saraiva Sofial":Alves Daniela?, Soares Ana Sofial, Alves Sandra?, Matos Manuela?2, Matos
Ana Cristina®, Coelho Ana Claudia®.
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Keywords: Dermatofitos zoofilicos; raposas; sacarrabos; prevaléncia.

Os dermatdfitos sdo fungos que invadem a pele queratinizada dos mamiferos
provocando dermatofitoses. As dermatofitoses sdo das doencas infeciosas mais comuns no
mundo (Cafarchia et al., 2013). Os dermatdfitos ocupam 3 nichos ecoldgicos diferentes
classificados como antropofilicos (relacionados com humanos), zoofilicos (associados com
animais) e geofilicos (presentes no solo) e espécies dos trés nichos estdo relacionadas com
doencas clinicas humanas (Achterman e White, 2012; Segal e Frenkel, 2014). A dermatofitose
zoofilica € um grande problema publico e de veterinaria, visto que os animais sdo conhecidos
por serem reservatorios de dermatéfitos e podem, por isso, transmitir esse agente patogénico
aos humanos (Aghamirian e Ghiasian, 2009).

O objetivo deste trabalho foi efetuar a identificacdo e estudar a prevaléncia de
dermatdfitos em pélo de raposas e sacarrabos encontrados mortos no distrito de Castelo Branco.
Para tal, colheram-se amostras de pélo de 70 animais selvagens, 51 raposas e 19 sacarrabos
encontrados mortos durante a época venatoria entre 2013 e 2015.

As amostras de pélos foram analisadas recorrendo aos métodos micoldgicos de rotina
para identificacdo de dermatdfitos, isto é, inoculacdo em Dermatophyte Test Medium® e
posterior analise macroscépica e microscopica. Foi calculada a prevaléncia e 0s respectivos
intervalos de confianca (1C) 95%. A prevaléncia de fungos em animais selvagens foi de 12,9%
(IC 95%: 5,1%-20,8%). A prevaléncia em raposas foi de 7,8% (IC 95%: 0,4% to 15,2%) e em
sacarrabos de 26,3% (14,2%-38,4%). Quer em raposas quer em sacarrabos foram isolados
Trichophyton e Microsporum canis.

Neste estudo, o isolamento de dermatofitos zoofilicos em carnivoros selvagens foi
elevado, pelo que o potencial zoondtico destes agentes ndo pode ser descurado.
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Anexo 8 — Resumo de Comunicacdo em painel apresentado nas IX Jornadas de
Bioquimica

PRIMEIRO CASO DE DETECAO DE PENICILLIUM MARNEFFEI,
NUMA FUINHA (MARTES FOINA) INFETADA COM
MYCOBACTERIUM AVIUM SUBSP. PARATUBERCULOQOSIS

D. Alvest™, A. C. Matos?, S. Saraiva®, M. Sousa®, S. Alves!, A. S. Soares®, S. Jodo?®, L.
Figueira?, A. C. Coelho*, M. Matos®®.

!Departamento de Quimica, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Portugal

2Escola Superior Agraria, Instituto Politécnico de Castelo Branco, Portugal

3Departamento de Genética e Biotecnologia, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Portugal
“Departamento de Ciéncias Veterinarias, CECAV, Universidade de Tras-os-Montes e Alto Douro, Vila Real, Portugal
SUniversidade de Lisboa, Faculdade de Ciéncias, BiolSI — Biosystems & Integrative Sciences Institute, Lisboa, Portugal

*(danielamalves3@gmail.com)

Palavras-chave: Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis; Martes foina;
Penicillium marneffei

Penicillium marneffei é a Unica espécie do género Penicillium capaz de provocar doenca,
principalmente, em humanos imunodeprimidos. De acordo com a pesquisa bibliografica
realizada, nunca foram reportados casos de infecdo por P. marneffei em humanos na Peninsula
Ibérica e, todos 0s casos europeus sdo de pessoas imunodeprimidas que viajaram até a Asia.

Mycobacterium avium subspecies paratuberculosis (Map) pertence ao Complexo
Mycobacterium avium e, é o agente etiologico de uma enterite granulomatosa de ruminantes.
Os animais selvagens sdo considerados potenciais reservatorios contribuindo para a
disseminacéo da infecdo. Varios investigadores sugerem a existéncia de associacdo entre Map
e a doenga de Crohn.

O objetivo deste trabalho foi confirmar a presenca de P. marneffei e Map numa fuinha
encontrada morta no distrito de Castelo Branco. Apds a colheita, a amostra de pélo foi analisada
recorrendo aos métodos micoldgicos de rotina, isto é, inoculacdo em Potato Dextrose Agar, e
posterior analise macroscopica e microscopica. Foi ainda realizada colheita de tecidos para
cultura microbioldgica e PCR para rastreio de Map.

A analise de PCR revelou a presenca de Map nos tecidos, tendo sido o animal considerado
infetado. De acordo com os resultados obtidos em cultura micolégica, verificou-se o primeiro
isolamento de P. marneffei em fuinha. Em humanos estd documentada a infecdo por Complexo
Mycobacterium avium e o isolamento simultaneo de P. marneffei. De acordo com a pesquisa
efetuada este € 0 primeiro caso desta associacdo em animais e, 0 primeiro caso de P. marneffei
em fuinhas.
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Anexo 9 — Resumo de Comunicacdo em painel apresentado nas IX Jornadas de
Bioquimica

OCORRENCIA DE FALSOS POSITIVOS EM CULTURA DE
DERMATOFITOS — UM ERRO DE DIAGNOSTICO CLINICO EM
MEDICINA VETERINARIA
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Palavras-chave: Dermatofitos; DTM; Falsos positivos.

As dermatofitoses causadas por fungos dermatofitos sdo doengas infeciosas comuns
apresentando-se como um problema econdémico e de saude publica. Em clinica veterinaria, o
diagndstico das dermatofitoses é efetuado, frequentemente através da observagao macroscépica
do meio Dermatophyte Test Medium® (DTM®), sem exames complementares microscopicos.
Os produtos metabdlicos dos dermatéfitos provocam um aumento da alcalinidade do DTM®,
ao contrario dos fungos saprofitas que tornam o meio acido. Esta propriedade é a base do uso
de indicadores de pH, como o vermelho de fenol, sendo que a mudanca de cor de amarelo a
vermelho num prazo de até 14 dias indica a presenca de fungos dermatofitos.

Neste trabalho investigou-se a especificidade do meio DTM® para o isolamento de
dermatofitos, nomeadamente, a ocorréncia de falsos positivos. Para isso utilizou-se pélo de 100
animais selvagens. As amostras de pélos foram analisadas recorrendo entdo ao método
referenciado e, foi efetuada uma posterior analise macroscéopica e microscopica.

Das 200 amostras analisadas (100 em duplicado), 127 provocaram mudanga de cor no
meio DTM. Destas, 41 mudaram de cor entre 0s primeiros 7 a 14 dias mas apenas 3 foram
confirmados como sendo dermatdfitos. Apos os 14 dias, 86 apresentaram mudangas no
indicador de pH sendo que 5 foram confirmados como dermatofitos. Entre os fungos
responsaveis por esta mudanca os mais comuns foram identificados como Geotrichum,
Penicillium e Mucor.

Estes resultados mostram a probabilidade de se efetuar um diagndstico errado em clinica
se Ndo se recorrer ao exame microscopico complementar.
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Anexo 10 — Resumo submetido as X Jornadas de Biologia

Primeiro caso de detegcdo de Talaromyces marneffei em amostras nasais de

humanos
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Anexo 11 — Resumo submetido as X Jornadas de Biologia

Primeiro caso de detecdo de Talaromyces marneffei num felino
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